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L’hypothése d’une participation occasionnelle de la ftore 
microbienne intestinale ou des bactéries associées a lamibe 
dysentérique, 4 l’action pathogéne de ce Protozoaire, est trés 
ancienne ; elle est pour ainsi dire contemporaine de l’identifi- 
cation précise de l’agent causal de la dysenterie amibienne et 
précéde, en tout cas, la dénomination exacte de ce parasite. 
En effet, Kartulis dont les recherches expérimentales, cliniques 
et anatomo-pathologiques ont contribué a établir le réle étio- 
logique d’Entameeba dysenterie, Councilman et Lafleur 1898, 
dans Vamibiase intestinale et hépatique, envisageaient déja en 
1891 la possibilité d’une action bactérienne auxiliaire de celle 
de l’amibe dans la dysenterie amibienne et Baumgarten expri- 
mait peu de temps aprés, une opinion analogue, 

Ce n’est, cependant, qu’aprés une connaissance approfondie 
de l’épidémiologie exotique et métropolitaine de l’amibiase 
que Vhypothése de l’action adjuvante ou, favorisante de la 
flore bactérienne associée & l’amibe a été formulée dans des 
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termes et avec des arguments propres 4 entrainer Ja conviction 
par E. Marchoux (1918) et C. Mathis (1918). 

Toutefois, c’est étude de Vamibiase expérimentale, et 
particuliérement celle de l’amibiase intestinale du chat, entre- 
prise méthodiquement depuis quelques années, qui a apporté 
les données propres & la démonstration du rdle actif de la 
flore bactérienne associée aA l’amibe dysentérique, que cette 
flore soit celle de lintestin de l’héte ou celle qui accompagne 
le Protozoaire. 


Nous exposerons successivement : 

1° Les observations épidémiologiques et cliniques sur les- 
quelles s’est appuyée Vhypothése de Vaction favorisante de la 
flore microbienne accompagnant l’amibe dans le développe- 
ment de l’amibiase ; 

2° Les faits expérimentaux ot les apports anatomo-patho- 
logiques établissent la participation du facteur microbien au 
pouvoir pathogéne d’une souche d’amibes. 


Observations épidémiologiques et cliniques. 


Les principales observations épidémiologiques et cliniques 
‘ui ont fait admettre le rdle adjuvant de Ja flore bactérienne 
dans la pathogénie de l’amibiase sont les suivantes : 

a) Dans les régions ot. amibiase est endémique et ot il 
existe un rythme saisonnier : alternances de saisons chaudes et 
fraiches, la maladie sévit particulicrement pendant la saison 
chaude ; or il existe, toutes choses d’ailleurs égales, une varia- 
tion saisonniére qualitative et quantitative de la flore bacté- 
rienne des eaux de consommation et d’usage domestique ou 
agricole, dans ces mémes régions, la pollution maxima de ces 
eaux s observant pendant la période correspondant a Vacmé 
de lamibiase. 

b) Dans les pays ott lamibiase est endémique ou endémo- 
épidémique, certaines zones ou certaines villes ou localités 
d'une méme zone payent un Jourd tribut & l’amibiase, alors 
que des zones ou des localités voisines sont relativement peu 
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touchées. La position géographique et le climat local de ces 
zones ou de ces localités sont souvent insuffisants a expliquer 
fes dilférences constatées. Il est au contraire plus facile de 
relier ces faits & des dispositions favorables, & une pollution 
fécale des eaux ou des aliments, telles que: intercommunication 
habituelle ou occasionnelle des systémes d’adduction d’eau de 
consommation et d’abduction d’eaux usées, densité €levée 
périodique (centres de nomadisme) ou permanente des popula- 
lions, traditions alimentaires et agricoles, malpropreté notoire, 
coutumes. De telles conditions locales, outre la possibilité 
dune diffusion de l’amibiase par les kystes véhiculés par 
l'eau, ou transmis par contact direct, entrainent une pollution 
bactérienne considérable des eaux de consommation et des ali- 
ments crus qui se manifeste dans certains centres, en dehors 
de toute pathologie amibienne, par des colites saisonniéres 
dites « diarrhées d’acclimatement », atteignant surtout les 
nouveaux venus. Ces diarrhées d’acclimatement peuvent étre 
considérées comme des entéro-colites bactériennes de nature a 
favoriser la greffe de l’amibe dysentérique. 

c) Les épidémies d’amibiase observées ep France et en Bel- 
ceique, dans les Flandres pendant la guerre de 1914-1918, et 
dépistées par Ravaut et Krolunitzki en 1915, ont sévi dans des 
agglomérations humaines, denses, renouvelées et vivant dans 
les conditions de fortune propres aux armées en campagne. 
Ces conditions entrainaient, quelle que soit la sévérité des 
mesures d’hygiéne appliquées, une pollution du sol, des ali- 
ments et des eaux par la faune et la flore fécales. Dans ces 
circonstances, l’amibiase a eu pour origine les contingents 
coloniaux qui se sont mélés aux troupes métropolitaines, mais 
Vallure é6pidémique prise par la maladie pourrait s’exphquer 
par le fait que ces contingents coloniaux apportaient avec eux 
non seulement l’amibe dysentérique, agent étiologique de 
la maladie, mais aussi une flore bactérienne, colonzale pour- 
rait-on dire, favorable a l’adaptation pathogéne du parasite. 

d) La notion d’une flore bactérienne a caractére « colonial », 
favorable au développement de l’amibiase, serait rendue plus 
vraisemblable encore par les données cliniques suivantes : 
certains sujets présentant une amibiase 4 évolution sub-aigué 
et sévére, a la colonie, voient leur maladie prendre un carac- 
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tére chronique et relativement bénin du fait de leur rapatrie- 
ment a la métropole. L’amibiase des régions tempérées offre 
habituellement le tableau clinique d’une colite chronique a 
rares épisodes dysentériques, alors que la colite amibienne des 
pays chauds a un caractére dysentérique prédominant. 

e) L’existence de porteurs sains de kystes d’amibes dysen- 
Iériques pourrait étre en rapport avec absence, chez de tels 
sujets, d'une flore bactérienne associée, adéquate a Padaptation 
parasitaire de l’amibe. 

Ces faits 6épidémiologiques et cliniques et leur interprétation 
ont suggéré les hypotheses suivantes 

1° Ii n’est pas évident que lamibe dysentérique soit seule 
en jeu dans la dysenterie amibienne ; un germe non encore 
identifié pourrait étre Pun des agents étiologiques, nécessaires 
ou auxiliaires de Pamibe (EK. Marchoux 1948). 

2° Normalement, l’'amibe dysentérique serait un parasite peu 
agressif ou inoffensif, mais une modification du milieu intes- 
tinal, de sa flore microbienne, peuvent modifier la biologie de 
Vamibe et provoquer un antagonisme entre le parasite et Vhote 
qui constitue Vamibiase maladie (C. Mathis, 1918, C. Dobell, 
1921, P. Wenyon, 1926). 

Nous allons voir dans quelle mesure les recherches expéri- 
mentales récentes vérifient l’exactitude de ces hypothéses. 


Faits expérimentaux. 


Les faits expérimentaux, tendant a préciser Vaction de la 
flore bactérienne associée & l’amibe dans l’amibiase, peuvent 
étre groupés sous deux chefs : 1° L’étude des actions patho- 
genes comparées et conjointes des amibes et de la flore micro- 
bienne associée, 6tude qui est de beaucoup la plus importante ; 
2° Les données anatomo-pathologiques. 

Avant tout exposé du sujet, nous estimons utile de définir 
ce que représente une souche d’amibes dysentériques. Une 
souche damibes dysentériques est un complexe comprenant 
un Protozoaire, l’amibe dysentérique, et une flore bactérienne 
généralement représentée par plusieurs espdces microbiennes. 
Ces deux éléments, amibe et flore, se sont montrés jusqu’aé ce 
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jour pratiquement inséparables, au moins de facon durable (4) 
et la flore bactérienne est nécessaire 4 l’amibe pour se perpé- 
tuer en culture. 


ACTIONS PATHOGENES. 


Déja, en 1914, W. Baetjer et A. Sellards avaient noté que 
le pouvoir pathogéne d’une souche d’amibes dysentériques, 
isolée de Vhomme, s’accroit par passage de chat A chat et ces 
auteurs admettaient, sans toutefois étre en mesure de le démon- 
trer, que ce résultat était la conséquence d’une augmentation 
du pouvoir pathogéne, & la fois des amibes et des bactéries. 
Ce sont néanmoins les travaux de L. Cleveland et E. Sanders 
(1930) et de H. Meleney et W. Frye (1932) qui sont a l’origine 
des recherches expérimentales, méthodiques, afférentes au réle 
du facteur bactérien dans l’amibiase du chat. 

Les recherches concernant l’amibiase expérimentale du chat 
portent sur l’amibiase hépatique et sur l’amibiase intestinale. 
Bien que l’amibiase hépatique soit d’un intérét secondaire 
puisque cette forme n’est qu’une complication de la colite ami- 
bienne, nous étudierons d’abord les expériences dont elle a 
été Vobjet parce qu’elles sont chronologiquement les pre- 
micres. 


I. AMIBIASE HEPATIQUE EXPERIMENTALE DU CHAT. — L. Cleveland 
et E. Sanders (1930) ont relaté les faits suivants : 

a) Des amibes dysentériques, provenant d’un abceés hépa- 
tique (2° passage) expérimental du chat, séparées momentané- 
ment, par un acte opératoire, de leur flore associée, sont culti- 
vées en présence d’une bactérie sporulée, non pathogéne, 
Bacillus brevis. La culture pure mixte : amibes + Bacillus brevis 
ainsi obtenue, inoculée en quantité suffisante, dans le foie de 
19 chatons ne détermine pas d’abcés du foie chez ces animaux. 
Au contraire, les mémes amibes cultivées avec des bactéries 
provenant d’un abcés du foie amibo-bactérien ont provoqué 
des abcés hépatiques chez 4 animaux sur 8 inoculés. 

b) Quand des bactéries B H provenant d’un abcés du Tote 


(1) On sait, en effet, que certains abcés du foie contiennent, au moins 
4 un moment donné de leur évolution, des amibes sans bactéries, 
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(5° passage) sont ajoutées & des amibes A C de culture, d’ori- 
cine non hépatique, et sont inoculées dans le foie du chat avee 
ces amibes, on observe un taux infectieux chez le chat supé- 
rieur & celui qui est noté lorsque des amibes d’origine hépa- 
tique A H (5° passage), auxquelles on ajoute les mémes bac- 
téries, mais d’origine de culture B C, sont inoculées. 

c) En outre, lorsque les animaux sont inoculés avec des 
amihes sans bactéries, il ne se produit pas d’abcés du foie. 

Ces résultats expérimentaux qui portent sur un nombre 
d’animaux sulfisant pour ¢tre légitimés sont les premiers faits 
démenstratifs du role actif de Ja flore bactérienne associée 
aux amibes. 

d) Cleveland et Sanders ont, d’autre part, observé qu’apres 
cing cent quarante-sept jours de culture, le pouvoir pathogéne 
d'une souche donnée (amibes + flore bactérienne) est prati- 
quement perdu ce qui, sans constituer une preuve de partici- 
pation de Ja flore bactérienne au pouvoir de la souche patho- 
gene, engage 4 présumer dans ce sens, étant donné ce que l’on 
sait de la réduction de la virulence des bactéries pathogénes du 
fait de leur vieillissement en culture dans certaines conditions. 


Il. AMIBIASE INTESTINALE EXPERIMENTALE. — Les expériences 
concernant l’amibtase tntestinale chez le chat comportent une 
difficulté particuliére, en raison de |’existence d’une flore bac- 
térienne intestinale représentant un facteur nouveau et com- 
plexe pouvant réagir sur les amibes ou sur la flore bactérienne 
pénétrant avec elles dans le tube digestif. 

L’existence de ces facteurs nécessite introduction dans les 
expériences d’un nombre suffisant d’animaux, dans le but 
(intervenir sur une flore bactérienne intestinale moyenne ; 
elle réclame, en outre, de nombreux témoins et une étude 
statistique comparée des résultats obtenus. 

Ce sont W. Frye et H. Meleney (19338) qui ont eu le 
mérite d’insister les premiers sur |’obligation d’utiliser un 
nombre suffisant et égal d’animaux en expérience et de 
témoins, pour que les résultats obtenus soient valables. I.’étude 
des taux infectieux de différentes souches d’amibes dysenté- 
riques a montré a ces auteurs que ce nombre devait étre fixé 
& 20 chats au minimum pour chaque expérience, avec un chiftre 
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égal pour chaque série de témoins. Ce chiffre de 20 chats par 
épreuve permet une véritable mesure du taux infectieux d’une 
souche d’amibes dysentériques, taux qui peut varier de 
3,45 p. 100 4 100 p. 100, d’aprés notre expérience. 

Meleney et Frye ont encore eu le mérite de décrire une tech- 
nique d’inoculation des produits pathologiques ou des cultures 
par la voie iléale aprés laparotomie qui permet d’obtenir chez 


Fic. 14. — Inoculation de lamibe dysentérique au chat par laparotomie : 
recherche du rectum. (Photographie de P. Jeantet.) 


le chat un taux infectieux considérablement supérieur a celui 
que l’on obtient en passant par la voie rectale suivant la tech- 
nique classique avec collodionage de l’anus (E. Brumpt) ; c’est 
ainsi que, pour une souche d’amibes dysentériques A’, par 
exemple, Meleney et Frye ont obtenu, toutes autres choses 
égales, un taux infectieux de 5,8 p. 100 en utilisant la voie 
rectale, et un taux infectieux de 79 p. 100 en passant par la 
voie iléale aprés Japarotomie. 

Nous avons relaté avec A. Provost un mode opératoire 
inspiré de la technique de H. Meleney et W. Frye et utilisant 
une manceuvre rapide en 3 temps principaux : 1° recherche 
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du rectum (fig. 1) ; 2° extériorisation de Vangle tléo-cacal 
(fig. 2) ; 3° injection de l’inoculat (fig. 3). Ce procédé, associé a 
une anesthésie A 1’éther et appliqué selon les régles de lasepsie 
chirurgicale, donne une mortalité opératoire ou post-opératoire 
pratiquement négligeable de 0,7 p. 100 (statistique portant sur 
300 chats). 

Nous avons, en outre, insisté sur la nécessité de conditions 
dinoculation, de doses et de qualité d’inoculats rigoureuse- 


Fic. 2. — Inoculation de l’amibe dysenlérique au chat par laparotomie : exté- 
riorisation de langle iléo-ceecal; l’extrémité de la sonde cannelée indique le 
point ot: sera injecté linoculat. (Photographie de P. Jeantet.) 


ment comparables dans une méme expérience. Voici, par 
exemple, un protocole expérimental personnel : 


Les inoculations seront faites 4 des chats de 400 & 600 grammes par 
la voie intestinale haute, aprés laparotomie, & quatre travers de doigts 
au-dessus de la valvule iléo-ccecale ; la dose d’inoculation sera de 1 cent. 
cube par animal (100.000 amibes environ) ; l’inoculat proviendra d'une 
souche d’amibes cultivée entre cent quatre-vingts et deux cent vinet 
jours sur un milieu défini (Partie solide : sérum de cheval coagulé; partie 
liquide ; liquide de Ringer 6 parties, sérum de cheval 1 partie ; sub- 
stance figurée : amidon de riz 0 gr. 02 ; pH 7,6 ; pour 1 tube) ; la dose 
d’inoculat sera préleyée le troisitme jour du dernier repiquage de la 
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culture ; l’anesthésie des animaux inoculés sera faite A l’éther sulfu- 
rique ; les animaux seront nourris et logés dans des conditions sem- 
blables, ils seront sacrifiés et autopsiés le huitiéme jour au plus tard. 


Cette codification méticuleuse des conditions d’inoculation 
nest pas vaine ; elle évite des interprétations erronées. 

Les recherches relatives & l’amibiase intestinale expérimen- 
tale dans ses rapports avec le facteur microbien peuvent étre 


Fic. 3. — Inoculation de l’amibe dysentérique au chat par laparotomie : 
injection de l’inoculat; 1 cent. cube = 100.000 amibes. (Photographie de P. Jeantet.) 


réunis en deux groupes : A, les expériences de démonstration 
directe ; B, les expériences auxiliaires. 


A. ExpERIENCES DE DEMONSTRATION DIRECTE. 


Dans une expérience instituée en 41933, W. Frye et 
H. Meleney séparent, par lavage et centrifugation, dans deux 
souches d’amibes dysentériques B, (taux infectieux pour le 
chat 60 p. 100) et B, (taux infectieux pour le chat 65 p. 100), 
la plus grande partie de la flore et les amibes, et notent que le 
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taux infectieux des amibes privées d’une grande partie de leur 
flore associée s’abaisse de 60 p. 100 a 10 p. 100 pour B, et de 
65 p. 100 4 10 p. 100 pour B,. 

Dans une seconde expérience, ces auteurs ont tenté de 
réaliser un échange de flore entre deux souches d’amibes 
dysentériques, l'une A taux infectieux élevé B,=60 p. 100, 
l'autre & taux infectieux plus faible A*=30 p. 100; ils ont 
constaté : 4° que les amibes trés pathogénes B, séparées de la 
plus grande partie de leur flore associée et additionnées de la 
flore A, provenant de la souche d’amibes peu pathogénes, con- 
servaient leur pouvoir pathogéne propre, élevé ; 2° que les 
amibes peu pathogénes A, séparées de leur flore associée et 
additionnées de la flore B, correspondant a4 la souche d’amibes 
Irés pathogénes, conservaient leur faible pouvoir pathogéne. 

Le premier résultat relaté serait favorable au réle actif des 
bactéries ; ce réle actif n’apparait pas, au contraire, dans la 
seconde expérience de Meleney et Frye, mais les résultats de 
celle-ci sont contingents, car il est pratiquement impossible de 
séparer les amibes de la flore qui leur est associée. En effet, les 
formes végétatives d’amibes adsorbent ou contiennent dans 
Jeurs vacuoles des bactéries et les essais d’échange de flores 
bactériennes entre deux souches aboutissent en réalité & un 
mélange de flores microbiennes. 

Aprés avoir admis, en conclusion 4 l’ensemble de leurs 
recherches, que les bactéries favorisent l’action pathogéne des 
amibes dont la virulence serait invariable, Meleney et Frye 
sont revepus tout récemment sur cette interprétation, estimant 
de nouvelles recherches nécessaires pour situer le rdle des 
bactéries dans l’amibiase expérimentale. 

B. Spector, en 1935, a entrepris de mettre en évidence le 
role de la flore bactérienne dans l’amibiase en introduisant 
par la voie rectale, chez le chat, une souche d’amibes dysenté- 
riques mélangée a différentes bactéries pathogénes : Strepto- 
coque hémolytique, Streptococcus viridans, Pneumocoques, 
Staphylocoque blanc, bacille du célon, bacille typhique, bacille 
paratyphique B, bacille pyocyanique, Bacillus subtilis, Buciilus 
mesentericus. Spector aurait noté un redressement du taux 
pathogéne de la souche d’amibes étudiée lorsqu’on inocule 
parallélement 2 cent. cubes d’une culture sur bouillon 
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Fic. 4. — Dysenterie amibienne (chat 130) : ulcérations du gros intestin. Noter 
au niveau du tiers supérieur du gros intestin une large ulcéralion entourée 
d'une aréole congestive et, en haut, 4 gauche, au niveau du cocum, une 
réaction hyperplasique de la muqueuse. (Photographie de P. Jeantet.) 
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dextrosé des espéces bactériennes suivantes : S. hémolytique, 
S. viridans, Staphylocoque blanc, bacille typhique, bacille 
du colon, bacille pyocyanique. Bacillus subtilis et Bacillus 
mesentericus entraineraient au contraire une réduction du 
taux infectieux de la souche d’amibes dysentériques 
considérée. 

Les expériences de B. Spector ne peuvent malheureusement 
étre entérinées pour les raisons suivantes : 1° Le test de con- 
trdle du pouvoir pathogéne sur 20 chats au minimum nest 
relevé que pour les essais concernant Je streptocoque hémoly- 
tique (47 chats) et Streptococcus viridans (28 chats) ; 2° Le 
nombre des chats témoins pour l’ensemble de l’expérience est 
de 3, ce qui ne permet pas de comparaison statistique. D’autre 
part, F. Meleney et W. Frye ont infirmé les conclusions de 
B. Spector relatives au streptocoque hémolytique ; ces auteurs, 
en partant d’une souche d’amibes dysentériques A, (taux infec- 
tieux 80 p. 100), n’auraient pu obtenir Je relévement du taux 
infectieux et du taux pathogéne de la dite souche par addition 
de Streptocoque hémolytique, le test du pouvoir pathogéne 
étant strictement appliqué. 


RECHERCHES ORIGINALES. — Depuis 1935, nous avons étudié 
le probléme de Ja contribution de la flore microbienne au pou- 
voir pathogéne des souches d’amibes dysentériques et nous 
pouvons verser au débat les expériences suivantes qui nous 
paraissent démonstratives et qui comportent toutes : un mini- 
mum de 20 chats par épreuve (test du pouvoir pathogéne), un 
nombre égal de 20 animaux pour chaque groupe témoin et les 
conditions strictement comparables d’inoculation rapportées 
ci-dessus. Toutes les inoculations ont été faites par la voie 
iléale aprés laparotomie. 


Expérience A, portant sur des bactéries du groupe typhique 
et para-typhique A et B: 


60 chatons sont répartis en trois groupes, I, If, TI de 20 animaux. 
Chaque animal du groupe I est inoculé avec 1 cent. cube d’une culture 
de trois jours d’une souche d’amibes dysentériques D.G.A. et 1 cent. 
cube d’une suspension a parties égales, dans l'eau distillée, de corps 
de bacilles typhiques, paratyphiques A et paralyphiques B tués par 
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Valcool éther (2) [1 cent. cube correspond a 0 gr. 18 de corps micro- 
biens]. Chaque animal du groupe I, témoin, recoit 1 cent. cube d’une 
culture de trois jours de la souche d’amibes D.G.A. Chaque animal du 
groupe III est inoculé avec 1 cent. cube de la suspension de_ bacilles 
typhiques et paratyphiques. 


Les résultats expérimentaux sont les suivants : le groupe I 
indique un taux infectieux de 70 p. 100 (44 chats infectés par 
les amibes sur 20 inoculés) ; le groupe IJ montre un taux infec- 
tieux de 30 p. 100 seulement (6 chats infectés par les amibes 
sur 20 inoculés). Les Iésions de dysenterie sont beaucoup plus 
sévéres chez les chats du groupe I que chez les chats du 
groupe II. En effet, les 14 animaux infectés du groupe I mon- 
trent des ulcérations nombreuses, étendues et térébrantes 
(fig. 4), alors que les 6 animaux infectés du groupe II témoin 
ne présentent que des érosions ou de petites ulcérations géné- 
ralement isolées (fig. 3). 

Les chats du groupe UI témoin révélent tous a l’autopsie une 
colite avec des sulfusions sanguines de la muqueuse. 

L’expérience A est résumée dans le tableau A. 

Cette expérience peut étre interprétée de la facon suivante : 
L’inoculation en quantité suffisante de corps de bacilles typhi- 
ques et paratyphiques, en méme temps qu’une souche d’amibes 
dysentériques D. G..A. porte le taux infectieux de cette souche 
de 30 & 70 p. 100 et augmente son pouvoir pathogéne. L’ino- 
culation des corps bactériens seuls provoque une colite inflam- 
matoire & tendance hémorragique. Ce parallélisme montre que 
l'état inflammatoire d’origine bactérienne de la muqueuse 
colique a favorisé l’adaptation pathogéne de l’amibe dysen- 
térique. 

En marge de cette expérience, nous avons mis en évidence 
que des corps de bacilles typhiques et para-typhiques A et B 
tués par l’alcool-éther et injectés sous la peau, chez le chat, a 
la dose de 0 gr. 18 de corps microbiens, provoquaient & dis- 
tance des lésions inflammatoires hémorragipares et nécro- 
tiques de l’intestin gréle et du gros intestin. 

Cette inoculation, répétée sur 10 animaux, entraine en un a 


(2) Ce matériel nous a été procuré par M. R. Legroux, Chef de Service 
a l’Institut Pasteur. 
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Tasteau A, — Expérience portant sur des corps de bacilles typhiques 
et paratyphiques A et B tués par lalcool-éther. 


3 Z cHaTs | 2 
Sup S infectés | = 2 
INOCULAT ~ 84 a g Sp A gas LESIONS AMIBIENNES 
B aes as g = |asee 
a ~°" P) S.A 
ad = Feil | eases ee 
oO = (2) B s 
a 3 7, 2 = 
Cultures d’amibes D.G.A. : Uleérations impor - 
4 cent. cube (100.000 amibes).}615° au 20 414.| 70 84 tenes. uations 16: 
Bacilles typhiques et para-| 628° j. J rebates: ? 
typhiques : 0 gr. 18 
Cultures d’amibes D.G.A. :|595° au 20 6 | 30 94 Erosions ou petites ul- 
4 cent. cube (100.000 amibes).| 635° j. | (groupe témoin). I cérations isolées. 
nave NOMBRE DES CHATS ee 
INOCULAT sae ie LESIONS 
Bacilles typhiques ef paratyphiques. 20 ‘ Colite avec inlarctus et suffusions 
Tués par l’aleool-éther : 0 gr. 18. (groupe témoin). sanguines chez tous les animaux. 


cing jours (maximum de fréquence un jour), la mort de l’animal 
inoculé. L’action des produits de résorption des corps bacté- 
riens est électivement, mais non exclusivement entérotrope, 
la rate offrant, elle aussi, des foyers hémorragiques et nécro- 
tiques, chez le chat. 


Expérience B portant sur une souche de colibacilles T (3) 


60 chatons sont répartis en 3 groupes I, II, II] de 20 animaux chacun. 
Les animaux du groupe I recoivent un inoculat constitué par a) 3 cent. 
cubes d’une suspension dans l’eau distillée d’une culture sur gélose 
ordinaire de colibacilles T pathogénes pour l’homme et pour le 
cobaye (3 cent. cubes = 1/2 boite de Roux), b) 2 cent. cubes d’une cul- 
ture de trois jours d’une souche d’amibes dysentériques D.G.A. entre- 
tenue en culture depuis 837 jours. 

Les animaux du groupe II témoin sont inoculés avec 2 cent. cubes 
dune culture de trois jours de la souche d’amibes D.G.A. (partie b de 
Vinoculat du groupe I). Les animaux du groupe III témoin sont inoculés 
avec 3 cent. cubes d’une suspension de colibacilles (partie a@ de Vinocu- 
lat du groupe I). 


(3) Souche provenant du service de M. R. Legroux (Institut Pasteur). 
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Fic. 5. — Colite amibienne (chat 118) : une douzaine de petites érosions 
isolées sont réparties sur la moitié inférieure du colon. (Photographie de 
P. Jeantet.) 
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Les résultats obtenus sont les suivants : 

Groupe I. — 412 chats sur 20 sont infectés (taux infectieux 
60 p. 100). Sur ces 12 animaux : 6, soit 50 p. 100 de l’ensemble 
des animaux infectés, présentent & Vautopsie des ulcérations 
amibiennes nombreuses et étendues ; 4, soit 33 p. 100 de 
l'ensemble des animaux infectés, montrent des érosions isolées 
punctiformes, sur un fond de colite inflammatoire ; 2, soit 
10 p. 100, indiquent une colite inflammatoire simple. 

Chez les 6 animaux présentant des ulcérations importantes, 
le nombre des amibes hématophages, observées dans les selles, 
était généralement supérieur & 10 p. 4100 du chiffre total des 
amibes ; chez les 4 animaux présentant une colite inflam- 
matoire érosive, le nombre des amibes hématophages était 
cénéralement inférieur 4 10 p. 100 ; chez les 2 animaux atteints 
de colite inflammatoire simple, les selles muqueuses conte- 
naient une quantité considérable d’amibes dysentériques trés 
rarement ou exceptionnellement hématophages. 


Groupe IT. — 6 chats sur 20 sont infectés (pouvoir infectieux ° 


30 p. 100). 2 animaux, soit 10 p. 100, présentent des ulcéra- 
tions dysentériques assez importantes, l’examen des selles mon- 
trant plus de 10 p. 100 d’amibes hématophages. 2 animaux, 
soit 10 p. 100, accusent une colite muqueuse avec de rares 
érosions et des taches congestives punctiformes, l’examen des 
selles montrant moins de 10 p. 100 d’amibes hématophages. 
2 animaux, soit 10 p. 100, présentent une colite inflammatoire 
simple non érosive, les selles muqueuses contenant de nom- 
breuses amibes non hématophages. 14 animaux, soit 70 p. 100, 
n'ont pas été infectés. 

Groupe IIf. — Parmi les 20 chats inoculés avec le coli- 
bacille seul et sacrifiés quatre 4 cing jours apres l’inoculation, 
}, soit 25 p. 100, présentent de larges plages hémorragiques 
intestinales parfois secondairement nécrosées et un état inflam- 
matoire et congestif du gros intestin et de lintestin gréle. 
10, soit 50 p. 100, présentent un état congestif et inflamma- 
toire du gros intestin et du tiers inférieur de Vintestin gréle, 
avec de petites suffusions sanguines ou de petites taches conges- 
tives. 5, soit 25 p. 100, ne présentent aucune modification de 
Ja muqueuse intestinale. 
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L’expérience B est résumée dans le Tableau B, ci-dessous. 


Tasreau B. — Expériences portant sur une souche de Colibacilles T. 


CHATS 
infectés 


INOCULAT LESIONS AMIBIENNES 


AGE EN CULTURE 
des souches 
d’amibes 
NOMBRE DE CHATS 
inoculés 
SURVIE DES CHATS 
infectés : 
maximum 
de fréquence 


| Pourcentage 


Cultures d’amibes D.G.A. : nd ae E 
2 cent. cubes (200.000 amibes).|774° au _ |Ulcérations, 50 p. 100; 
Colibacillles T : 1/2 boite} 823¢ j. : érosions, 33 p. 100; 
de Roux. colite simple, 47 p. 100. 


> 
o 


Cultures d’'amibes D.G.A. :/765° au : . {Erosions, 50 p. 100; co- 
2cent. cubes (200.000 amibes).| 837° j. : : lite simple, 30 p. 100. 


-On 7 2 
NOMBRE DE CHATS LESIONS 


INOCULAT é P 
inoculés 


Colibacilles T : 1/2 boite de 20 Colite simple, 75 p. 100; absence 
Roux. (groupe témoin). de lésion, 25 p. 100. 


Expérience C portant sur une souche de Colibacilles T. 


60 nouveaux chats répartis en 3 groupes, comme en B, inoculés avec 
une souche d’amibes Maroc IV et avec une dose de colibacilles T réduite 
% 1/10 de boite de Roux (dose représentant la quantilé moyenne de 
corps microbiens contenus dans le cédlon d’un chat normal de 500 gram- 
mes), réagissent de la facon suivante : 


Groupe I (Amibes + colibacilles). — 9 chats sur 20, soit 
45 p. 100, sont infectés par Pamibe dysentérique ; ces 9 ani- 
maux présentent sur toute 1’étendue du cdlon. des lésions ulcé- 
reuses et érosives souvent entourées d’une marge érythéma- 
teuse ; en dehors des ulcéro-érosions, on note l’existence de 
plages granuleuses et hémorragiques plus ou moins étendues 
‘aspect fréquemment serpigineux (fig. 6). L’examen du mucus 
sanglant occupant la lumiére intestinale montre une propor- 
tion élevée d’amibes hématophages : 40 a 60 p. 100. Les 
Iésions sont similaires pour tous les chats infectés ; l'un des 
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animaux (chat 254) offre des lésions dysentériques de la por- 
tion terminale de l’intestin gréle, caractérisées par des sulfu- 
sions sanguines et de fines érosions, des amibes étaient pré- 
sentes dans ces lésions. 

Il convient de noter qu’en dehors des 9 chats de ce groupe 
présentant une colite amibienne, 7, soit 380 p. 100, présentaient 
une colite inflammatoire simple, l’elfectif des animaux malades 
du fait de Vinoculation (amibes + colibacilles) étant de 
75 p. 460 environ. 

Groupe II, témoin (amibes seules). — 4 chats sur 20, soit 
20 p. 100, sont infectés par Vamibe dysentérique. Les lésions 
présentées par ces animaux siégent sur le gros intestin et con- 
sistent en plages de petites érosions punctiformes entourées 
dune zone inflammatoire ou en placards de papules granu- 
leuses enflammées ou de suffusions sanguines. Ces Iésions 
correspondent & une amibiase expérimentale  d’intensité 
moyenne et sont moins profondes et moins diffuses que celles 
des chats du groupe I. 

Groupe FI, témoin (colibacilles seuls). Sur 20 chats ino- 
culés et sacrifiés le huitiéme jour, 14, soit 70 p. 100, présentent 
un état inflammatoire du gros intestin avec une abondante 
sécrétion muqueuse et parfois des sulfusions sanguines. 

L’expérience G est résumée dans le tableau ci-dessous 

Il ressort des expériences B et C portant sur 120 animaux : 
1° que Vinoculation d’une quantité suffisante de colibacilles 
pathogénes en méme temps qu'une souche d’amibes dysen- 
tériques & taux infectieux connu augmente la fréquence et la 
gravité de l’amibiase, le taux infectieux se trouvant sensible- 
ment doublé dans ces conditions ; 2° que les colibacilles patho- 
génes inoculés seuls provoquent chez 70 4 75 p 4100 des ani- 
maux une colite inflammatoire érythémateuse ou hémorra- 
gique sans ulcérations. 

Une espéce bactérienne définie, le colibacille, ajoutée A une 
souche d’amibes dysentériques favorise done le déclanchement 
de la dysenterie amibienne et aggrave cette maladie chez le 
chat, Vaction favorisante du colibacille étant liée au dévelop- 
pement d’une colite inflammatoire d'origine microbienne. 

Quelques remarques doivent étre faites au sujet des expé- 
riences B et C: 
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£0 


Fic. 6. — Dysenterie amibienne (chat 128) : ulcéro-€rosions et plages de lésions 
granuleuses et hémorragiques occupant le tiers moyen du gros intestin. (Pho- 
tographie de P. Jeantet.) 
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TasLeau C. — Expériences portant sur une souche de Colibacille T. 


n 

eI Z CHATS | & 
os EB Std ve vee || ee 
5 x = infectés | = S 

@ 3 
=e “S Re ag g 
ey a Bete : 

INOCULAT Soa | a5 & | A385] LesIONS AMIBIENNES 
w?E leslie |e lange 
nm rape 5 =I lias 
me = | o = lS. 
o™ a 8/2] S 
= {o) 7, Ss j=) 
: a 5 7) 
a 


Cultures d’amibes Pe 
roc IV : 2 cent. cubes|,.,,; 
(120.000 amibes). Co- ee aul 99 | 9 | 4 
libacilles T, 1/2 boite J- 
de Roux. 


84 Ulcérations, 85 p. 400; 
J- | Grosions, 15 p. 100. 


—~ 
o 


Cultures d’amibes Ma- 
roc IV : 2 cenl. cubes 
(120.000 amibes). 


553° au - |Ulcérations, 50 p. 100; 
j ete ae mur 08 érosions, 50 p. 100. 


NOMBRE DE CHATS 


P ; LESIONS 
inoculés 


INOCULAT 


Colibacilles T : 41/10 de 


Colite simple, 72 p. 100; absence 
boite de Roux. 


de lésions, 28 p. 100. 


20 


D’une part les chats témoins du groupe If, inoculés avec le 
colibacille seul, présentent dans 70 p. 100 des cas une colite 
d’intensité variable liée & l’inoculation des colibacilles, done 
directement ou indirectement d’origine microbienne ; d’autre 
part, dans le groupe I, 75 p. 100 des animaux montrent de la 
colite amibienne ou non amibienne. La similitude de ces deux 
taux parait indiquer que dans le groupe I il y a eu colite micro- 
bienne comme dans le groupe III témoin et qu’d occasion de 
cette colite microbienne l’adaptation pathogéne de l’amibe a 
été facilitée. Il est possible d’ailleurs qu'une colite d’origine 
alimentaire, médicamenteuse, toxique ou diathésique puisse 
constituer une condition favorisante analogue. 

Autre remarque : Dans l’expérience C, la dose de colibacilles, 
utilisée par inoculat, a été 5 fois inférieure (1/10 de botte de 
Roux) a celle de lexpérience C (1/2 boite de Roux). Or, malgré 
la réduction de cette dose, le taux infectieux des amibes en G 
a été plus que doublé (20 p. 100 4 45 p. 100) alors qu’en B ila 
été exactement doublé (30 p. 100 4 60 p. 100). Comme la dose 
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Mémoire R. Deschiens. 


Fig. 7. — Dysenterie amibienne homme : ulcération intestinale a contours limités, 
en bouton de chemise. Grossissement 30 diamétres. (Photomicrographie de P. Jeantet.) 
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Fic. £. — Amibiase : début des lésions chez le chat. Petit foyer inflammatoire et nécro- 
tique du colon (chat 36). Noter la destruction de l’épithélium glandulaire et l’envahis- 
sement du chorion et de la sous-muqueuse par les amibes, linfiltration paralléle et 
la réaction hyperplasique du tissu glandulaire 4 gauche de la figure. Grossissement 
50 diamétres. (Photomicrographie de P. Jeantet. 
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Mémoire R. Deschiens. 


Fic. 9. — Amibes dysentériques dans les lésions (chat 36). Grossissement 200 diamétres. 
(Photomicrographie de P. Jeantet.) 


Fic. 10. — Dysenterie amibienne chez le chat : lésions diffuses d’aspect phlegmonneux, 
infiltration et nécrose. Grossissement 50 diamétres. (Préparation de Ch. Dopter. Photo- 
micrographie de P. Jeantet.) 


MASSON ET Gite, EDITEURS 
DT _—_——————<<<<<———— 
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de colibacilles utilisée en GC correspond & la quantité moyenne 
de bactéries contenue dans un célon de chat de 800 grammes, 
quantité exprimée par une épreuve de densité optique avec le 
comparateur de Hellige, on peut conclure que la quantité de 
colibacilles équivalente 4 la quantité de bactéries contenue 
dans un célon de chat de 500 grammes suffit A provoquer une 
colite favorisante. Une telle dose de bactéries est évidemment 
trés importante, mais elle parait pouvoir étre atteinte dans 
certaines colites microbiennes spontanées du chat. 

Troisiéme remarque : Dans le groupe I de l’expérience C 
(amibes + colibacilles), les animaux colitiques amibiens et coli- 
tiques simples représentent au total 75 p. 100 de l’effectif des 
chats ; or, dans ce groupe, 45 p. 100 des chats seulement sont 
amibiens. Comme il est permis de supposer, d’aprés les résul- 
tats observés dans le groupe III de l’expérience C (colibacilles 
seuls) que 70 p. 100 au moins des chats du groupe I ont pré- 
senté une colite microbienne, il apparait que la colite micro- 
bienne, circonstance locale favorisante, n’est pas sulfisante 
pour assurer la greffe de l’amibe dysentérique (80 p. 1060 des 
chats colitiques du groupe I, expérience C, ne contractent pas 
d’amibiase) et que d’autres facteurs locaux ou généraux inter- 
viennent pour empécher |’infection. 

L’ensemble des travaux personnels que nous venons d’expo- 
ser ou de rappeler démontre, au moins pour l’amibiase expé- 
rimentale du chat et pour le colibacille et les bacilles typhi- 
ques et paratyphiques A et B, que certaines espéces de la flore 
bactérienne pouvant élre associées & l’amibe dysentérique et 
que certains produits résultant de Vactivité de cette flore sont 
des facteurs du pouvoir pathogéne du complexe : amibes + 
jlore bactérienne, constituant une souche d’amibes dysentért- 
ques. 


B. Exp&RIENCES AUXILIAIRES. 


A coté des expériences dont le but direct est de démontrer 
l’action pathogéne des microbes associés a l’amibe dysentéri- 
que, il faut situer des recherches qui, sans avoir pour objet 
une telle démonstration, peuvent apporter cependant des argu- 
ments de présomption a cet égard : C. Dobell et P. Laidlaw 


26 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ont montré Jes premiers, en 1926, que certaines souches 
d’amibes dysentériques conservées en culture voient leur pou- 
voir pathogéne pour le chat diminuer aprés un temps variable ; 
ce fait a été vérifié par E. Sanders (1928), J. Sautet (1929) et 
K. Hiyeda (1930). 

Reprise avec le test (inoculation 4 20 chats au minimun) 
permettant de mesurer le pouvoir pathogéne d'une souche 
d’amibes dysentériques, l’expérience de Dobell et Laidlaw a 
montré A L. Cleveland et E. Sanders (1930) qu’une souche 
d’amibes, inoculée au chat par la voie rectale et présentant 
entre le cent quatre-vingti¢éme et le deux centiéme jour de la 
mise en culture un taux infectieux de 30,9 p. 100, voyait ce 
taux se réduire 4 10 p. 100 entre le quatre cent quinzieme et 
le cing cent quarantiéme jour. Cette méme souche inoculée 
dans le foie, chez le chat, montrait une régression du taux 
infectieux allant de 47 p. 160 entre le cent quatre-vingt-cin- 
quiéme et le deux cent cinquante-septi¢me jour de culture a 
20 p. 100 entre le trois cent vingt-deuxiéme et le cing cent cin- 
quante et uniéme jour. 

Cette régression du taux infectieux des souches d’amibes 
dysentériques en culture et en fonction de la durée n’est pas 
constante : H. Meleney et W. Frye (1933-1935) ne l’ont pas 
observée pour 6 souches d’amibes dysentériques étudiées par 
eux, qui présentérent pendant un séjour en culture allant jus- 
qua mille cinquante-trois 4 deux mille cent soixante-dix-sept 
jours un taux infectieux invariable pour Je chat. 

Nous avons nous-méme observé, vérifiant en cela les travaux 
de Cleveland et Sanders, la réduction du taux infectieux de 
3 souches d’amibes dysentériques, les souches V.D.G., Anto 
et Maroc IV, la réduction du taux infectieux pour le chat pas- 
sant, par exemple, pour cette derniére de 30 p. 100 entre le 
cinquante-sixiéme jour et le cent vingt-quatri¢me jour 4 20 p. 
100 entre le cing cent quarante-deuxiéme et le six cent cin- 
quante-deuxiéme jour. 

D’autre part, nous avons noté, comme Meleney et Frye, la 
permanence du taux infectieux de deux souches en culture: la 
souche D.G.A., agée de trois ans et demi et présentant un 
taux infectieux constant de 30 p. 100, et la souche Dobell 
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D.K.B. (4) dont Je taux infectieux aprés douze ans et demi 
atteint encore 83 p. 100. Cette permanence est d’ailleurs rela- 
tive, le taux infectieux pour Je chat d’une souche sauvage, 
c est-a-dire telle qu’on la trouve dans le mucus sanglant d’une 
selle dysentérique, étant toujours plus élevé (90 a 100 p. 100) 
que celui de la méme souche mise en culture comme l’a noté 
C. Dobell et ainsi que l’ont établi, en utilisant le test du pou- 
voir pathogéne, R. Deschiens (1935) et H. Meleney et W. Frye 
(1937). 

La régression ou le maintien du taux infectieux et du taux 
pathogéne des souches, dans les expériences que nous venons 
de rapporter, peuvent étre théoriquement attribués aux amibes 
seules, aux bactéries seules ou a ces deux facteurs réunis. Etant 
donné ce que l’on sait de la variation habituelle de la viru- 
lence des souches de bactéries pathogénes conservées en cul- 
ture, il parait légitime d’attribuer une participation au facteur 
microbien dans les variations du pouvoir pathogéne du com- 
plexe amibes + flore bactérienne. 

L’observation de la souche Dobell D.K.B., conservée en cul- 
ture depuis douze ans et demi et dont nous venons de parler, 
apporte une nouvelle donnée favorable a cette maniére de voir. 
Dans une premicre période de la vie de cette souche en culture 
(1924 a 1930), celle-ci se montrait peu pathogéne pour le chat, 
C. Dobell n’ayant pas réussi 4 infecter un seul chat sur 9 ani- 
maux inoculés par la voie rectale. Dans une seconde période 
(1930 4 1987), cette méme souche, inoculée par la voie iléale 
i 20 chats selon le test du pouvoir pathogéne, nous a montré, 
& nous-méme, un taux infectieux de 83 p. 100 et, a TH. Mele- 
ney, un taux infectieux de 66,66 p. 100. Or, entre la premiére 
et la seconde période, CG. Dobell avait ajouté a la souche 
D.K.B. une nouvelle flore bactérienne. 

Bien que cette interprétation soit discutable, le test du pou- 
voir pathogéne n’ayant été strictement appliqué que dans la 
deuxiéme période, elle demeure probable ; on peut, en effet, 
admettre le faible pouvoir infectieux de Ja souche D.K.B. 


(4) Cette souche conservée en culture nous a été remise par le profes- 
seur E. Dobell (National Institute for Medical Research, Londres). Elle 
est présentement Agée de plus de treize ans et est de beaucoup la plus 
ancienne qui soit cultivée dans le monde. 
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pendant la premiére période, car il est dans l’ordre des proba- 
bilités que, si la souche D.K.B. avait eu entre 1924 et 1980 le 
taux infectieux élevé qu'elle a révélé en 1937, un ou plusieurs 
chats sur les 9 inoculés par Dobell auraient présenté une ami- 
biase. 

DoNNEES ANATOMO-PATHOLOGIQUES. 


L’anatomie pathologique de l’amibiase intestinale expéri- 
mentale du chat et de l’amibiase humaine intestinale et hépa- 
lique apporte-t-elle des indications intéressantes relativement 
june participation de la flore aux phénoménes inflammatoires 
et nécrotiques observés ? 

Ch. Dopter a montré que certaines bactéries et, particuliére- 
ment, les anaérobies pouvaient envahir les lésions amibien- 
nes et entrainer le sphactle des tuniques de l’intestin, compli- 
cation redoutable de l’amibiase ; il rappelle que, dans l’abcés 
du foie, d’origine amibienne, il est généralement admis que la 
nécrose est Voeuvre de l’amibe et la suppuration celle des 
bactéries ; cette notion est en accord avec les expériences de 
Cleveland et Sanders sur l’abcés du foie amibien. expérimental, 
chez le chat ; celles-ci montrent, en effet, la nécessité d’une 
flore bactérienne spéciale pour produire un abceés. 

‘Histologiquement, l’examen méthodique des coupes prove- 
nant de Iésions amibiennes de l’intestin chez Vhomme et 
surtout chez le chat, montre que les foyers de nécrose observés 
sont occupés tantdt par des colonies d’amibes seulement, 
tantot et plus rarement par des colonies de bactéries seulement, 
tantot a la fois par des amibes et des bactéries. Dans les foyers 
contenant des amibes et des bactéries, on trouve surtout les 
amibes dans les tissus sains ou en voie de nécrose et les bac- 
téries dans les tissus en voie de nécrose ou de suppuration 
(D. Martin 1930, H. Meleney et W. Frye 1938, R. Deschiens 
1937). 

Dans l'ensemble, chez le jeune chat, l’amibiase — ainsi que 
Va dit Ch. Dopter — a une évolution suraigué, les ulcérations 
profondes, en bouton de chemise, classiques, observées chez 
homme (fig. 7 ; pl. X) n’ont pas le temps de se constituer et 
elles sont assez rarement notées ; les lésions observées au début 
de la maladie consistent en petits foyers inflammatoires et 
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intéressent la muqueuse et son chorion (fig. 8, pl. X et 9, 
pl. XI) ; puis trés rapidement, en deux a huit jours, on observe 
une extension de l’inflammation 4 la plus grande partie de la 
muqueuse, du chorion et de la sous-muqueuse qui réalise un 
véritable phlegmon diffusant au gros intestin (fig. 10, pl. XJ) 
et s’opposant bien, comme type évolutil, 4 l’abcés intestinal 
généralement bien circonscrit de l’amibiase humaine. 

Les bactéries jouent-elles un réle secondaire en envahissant 
et en compliquant la nécrose provoquée par les amibes > ou 
agissent-elles parallélement aux amibes ? I] ne parait pas 
possible de V’établir présentement. Pourtant, il ne faut pas 
perdre de vue qu’un role préparatoire 4 |’invasion amibienne 
pourrait étre rempli par’ une flore intestinale associée aux 
amibes, déterminant soit directement, soit par ses produits 
d’élaboration une action irritative et inflammatoire sur |’épi- 
thélium intestinal, c’est-a-dire une colite microbienne accom 
pagnée d’hypersécrétion muqueuse et de phénoménes de con- 
gestion locale de nature & augmenter la perméabilité de l’épi- 
thélium pour les amibes et pour les bactéries. Il pourrait y 
avoir ainsi successivement : une action microbienne, primaire, 
une action amibienne, une action bactérienne secondaire. 

En conclusion, les données anatomo-pathologiques permet- 
tent d’affirmer qu’il existe dans l’amibiase une action micro- 
bienne juxtaposée a celle des amibes, mais sans permettre de 
mesurer la part revenant 4 chacun de ces deux facteurs. 


a 
a 


Conclusions. 


Il se dégage de l’ensemble des travaux que nous venors de 
relater que le réle actif de la flore microbienne, associée aux 
amibes dysentériques, dans l’amibiase, formulé par les épidé- 
miologistes et les cliniciens, a été démontré par l’expérimen- 
tation. 

En effet, les recherches concernant l’amibiase expérimentale 
du chat et accessoirement du chien et du rat, reprises ces 
derniéres années sur des bases nouvelles (test du pouvoir 
pathogéne portant sur 20 animaux par expérience) par les 
expérimentateurs américains, anglais et francais, ont établi 
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la participation au pouvoir pathogéne des souches d’amibes 
dysentériques de certaines espéces bactériennes pouvant ¢tre 
rencontrées dans la flore microbienne associée aux amibes. 
Nous rappelons qu’une souche d’amibes dysentériques est un 
complexe : amibes + flore bactérienne, dans lequel élément 
flore bactérienne est nécessaire, d’aprés nos connaissances 
actuelles, & l’amibe pour se perpétuer au moins en culture. 

Certains faits expérimentaux relatifs a étude des cultures 
d’amibes dysentériques s’inscrivent également en faveur du 
role actif de la flore bactérienne et les données anatomo-patho- 
logiques permettent d’affirmer une intervention au moins 
auxiliaire des bactéries dans les lésions relevées dans l’ami- 
biase intestinale. 

De nouvelles recherches sont encore nécessaires pour établir 
si la participation des bactéries au pouvoir pathogéne d’une 
souche d’amibes dysentériques est majeure, réalisant une véri- 
table association pathogéne amibo-bactérienne, ou mineure et 
se bornant alors, soit & permettre Vadaptation parasitaire de 
l'amibe par un processus de colite microbienne antécédente, 
soit a déterminer une invasion et une infection paralléles ou 
subséquentes des lésions provoquées par les amibes. 

Peut-on conclure de l’amibiase expérimentale du chat a 
lamibiase spontanée de homme ? II est permis de le présu- 
mer, puisque nous voyons le chat réagir a l'amibe dysentérique 
par une maladie similaire 4 celle de homme. On peut done 
envisager qu'une surveillance ou une modification éventuelle 
de la flore intestinale de homme pourraient permettre une 
prophylaxie individuelle ou une thérapeutique auxiliaire de 
la chimiothérapie dans lVamibiase. 


Résumé. 


Une souche d’amibes dysentériques correspond & un com- 
plexe amibe + flore bactérienne dans lequel la flore parait 
tre nécessaire & l’amibe pour que celle-ci se perpétue, au 
moins en culture. 

Les observations épidémiologiques et cliniques : épidémies 
saisonméres en zone d’endémie, foyers locaux d’amibiase, 
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épidémies des armées en campagne en 1914-1918, éVvolution 
différente de Pamibiase aux colonies et A la métropole, por- 
teurs sains d’amibes dysentériques, ont suggéré I’hypothése 
que l’amibe n’est pas tout dans l’amibiase et que la flore bac- 
térienne intestinale qui l’accompagne nécessairement est un 
facteur de la maladie. 

L’étude expérimentale de lamibiase chez le chat, reprise 
avec un test de détermination du pouvoir pathogéne des 
souches d’amibes dysentériques comportant J inoculation a 
20 chats au moins par épreuve avec un nombre égal de 
témoins, établit le réle actif de la flore bactérienne associée a 
lamibe : relévement du taux infectieux et du taux pathogéne 
d’upe souche en présence de bactéries ou de produits d’origine 
bactérienne, en particulier des Bacilles typhiques et para- 
iyphiques A et B et des Colibacilles. : 

Certains faits expérimentaux relatifs 4 la biologie des amibes 
en culture, la réduction fréquente du taux infectieux d’une 
souche par vieillissement en particulier, s’inscrivent en faveur 
de Ja participation de la flore bactérienne dans l’amibiase. 

Les données de l’anatomie pathologique montrent une inter- 
vention, au moins auxiliaire, des bactéries dans la dysenterie 
amibienne du chat et de homme. 

De nouvelles recherches sont nécessaires pour établir si la 
participation des bactéries est majeure, réalisant une véritable 
association pathogéne amibo-bactérienne, ou mineure, se 
bornant alors a favoriser l’adaptation parasitaire de l’amibe. 

Du point de vue pratique, on peut envisager qu'une surveil- 
lance et une modification éventuelle de la flore intestinale de 
homme pourraient permettre une prophylaxie individuelle 
ou une thérapeutique auxiliaire dans l’amibiase. 


BIBLIOGRAPHIE a 


Barrer (W.) et Seniarps (A.). Bull. John Hopkins Hosp., 25, 1914, 


p. 165-173. 
CLEVELAND (L.) et Sanpers (E.). Amer. Journ. of Hyg., 12, 1930, p. 569- 
605. 
Drscutens (R.). Bull. Soc. Path. Exot., 28, 1935, p. 481-489 ; 29, 1936, 
p. 576-583 ; 30, 1937, p. 648-656 ; C. R. Soc. Biol., 427, 1937, 


p: 939-941 ; 427, p. 939-941 ; 127, 1938, p. 1076-1079. 


32 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


Dsscutexs (R.) et Provesr (A.). Bull. Soe. Path. Exet., 30, 1987, 
p. 648-64. 

Dosetzt (C.) et Lamtaw (P.). The intestinal Protezea of man. Londres 

1921 ; Parasiielegy, 48, 1926, p. 283-318. 

Dorrer (Ch.). Nouveau traité de Médecine. 3, 1921 ; 46, 1928. Masson, 
édit., Paris. 

Frys (W.) et Menensy (H.). Amer. Journ. of Hyg., 48, 1933, p. SSS > 
24, 1936, p. 414-422. 

Kantuuis. Centralbi. 7. Bakt., 9, 1891, p. 365-372. 

Marcroux (E.). Bull. Soe. Path. Erot., 44, 1918, p. 837-339. 

Marars (C.). C. R. See. Biol., 84, 1918, p. 1041-1048, 

Mecensy (H.) et Frys (W.). Amer. Journ. of Hyq., 42, 1980 ; Pree. See. 
Exp. Biol. Med., 30, 1932, p. 277-279 ; Amer. Journ. of Hyg., 
25. 1987, p. 313-326. 

Spector (B.). Amer, Journ, of Hyg. 22, 1935, p. 366-375. 

Wenyron (P.). Protozoology. Londres 1926. 


— —_ ————— s 


ETUDE SUR LE BACTERIOPHAGE DU 8. MEGATHERIUM 
(A PROPOS DU MEMOIRE DE M. P. C. FLU (1)| 


par E. WOLLMAN. 


La rédaction des Annales nous ayant, avec l’assentiment 
de M. Flu, communiqué les épreuves de son travail, nous 
avions fait part 4 l’auteur des réflexions que nous a sug- 
gérées sa lecture. Le retard apporté par l’échange des lettres 
a la préparation du présent article fait que les deux travaux 
n’ont pu paraitre dans le méme numéro. 

On distingue dans le travail de M. Flu deux parties. Dans 
lune, le savant hollandais s’éléve contre la conclusion que 
nous avions cru pouvoir tirer de certaines expériences et 
d’aprés laquelle les cultures de B. megatherium lyzogéne sur 
gélose séche seraient exemptes de bactériophages libres. 

Ainsi que nous le disions dans notre dernier mémoire (2), 
cette conclusion était basée sur les faits suivants : 1° Les 
suspensions de cultures de B. megatherium 899 (Den Dooren 
de Jong) sur gélose fournissent une proportion de plages 
vraies trés faible (quelquefois pratiquement nulle) lorsqu’on 
les éprouve directement en présence de Ja variété sensible 
[mutilat asporogéne 338] (fig. 1, p. 28, loc. cit.) ; 2° les 
suspensions de ces cultures en eau physiologique filtrées sur 
bougie L3 se montrent constamment et totalement dépour- 
vues de facteurs lysogénes (= bactériophages) ; 3° les mémes 
suspensions traitées par le blanc d’ceuf (lysozyme) con- 
tiennent des bactériophages abondants. 

Le traitement par le lysozyme a donc pour effet de déceler 
de nombreux facteurs lysogénes dans des suspensions dans 
lesquelles le simple mélange en décéle fort peu et ot la filtra- 
tion, et quelquefois méme la centrifugation, n’en décelaient 
guére. Le lysozyme déterminant la lyse du B. megatherium 


(1) Ces Annales, 60, 1938, p. 610. 
(2) Ces Annales, 60, 1938, p. 13. 
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et étant, par contre, complétement inactif pour son bactério- 
phage, nous avions conclu de ces faits tout naturellement en 
quelque sorte, mais A tort, que le bactériophage se trouvait 
libéré sous l’action du lysozyme (3). 

Trés vite pourtant, dés mai 1936 (4), nous nous étions 
assuré que les bactériophages « n’existent pas dans les cul- 
tures sur gélose & 1’état strictement intracellulaire et qu’une 
partie des corpuscules bactériophages se trouvent a la sur- 
face des corps bactériens ». Dés ce moment aussi, nous 
avions reconnu que les germes « lavés », c’est-a-dire débar- 
rassés des facteurs lysogénes extracellulaires par des lavages 
et des centrifugations répétés « ne contiennent plus de bacté- 
riophages » en ce sens qu’ils n’en libérent pas sous l’action 
du lysozyme. 

Comment concilier ces faits avec ceux rappelés plus haut ? 
Les recherches consignées dans notre dernier mémoire (3) 
répondent & cette question. Tout en confirmant l’absence 
totale de bactériophages dans les filtrats de suspensions de 
B. megatherium en eau physiologique, nous montrons que 
ce résultat est di a la rétention compléte des bactériophages 
de B. megathertum dans ces conditions. Si, au lieu d’eau 
physiologique les suspensions sont faites en bouillon, ou méme 
si l’on ajoute de trés petites quantités de bouillon 4 l’eau phy- 
siologique (6), les filtrats sont plus ou moins riches en bacté- 
riophage. 

Rien ne pouvait faire prévoir cette particularité remar- 
quable du bactériophage de B. megatherium (elle ne se pré- 
sente pas pour d’autres bactériophages) d’étre totalement 
retenu en eau physiologique par les bougies filtrantes. C’est 
pour l’avoir méconnue au début de nos expériences que nous 
avions conclu, a tort, nous le répétons, a ]’état strictement 
intracellulaire du bactériophage dans les cultures sur gélose 
du B. megatherium 899. 


(3) C. R. Soc. Biol., 422, 1935, p. 47. Ces Annales, 56, 1936, p. 137. 

(4) C. R. Soc. Biol., 422, 1936, p. 190. 

(5) Ces Annales, 60, janvier 1938, p. 18. 

(6) Ce fait explique que dans nos expériences, seuls les filtrats de 
suspensions faites avec des cultures sur gélose séche étaient constani- 
ment exempts de facteurs lysogénes. 


Vs" 
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Dans la partie de son travail consacrée au problime que 
nous étudions, Flu confirme en tous points les résultats rap- 
portés dans notre dernier mémoire et que nous venons de 
rappeler. Le savant hollandais constate, en effet, lui aussi, 
la rétention totale du bactériophage du B. megatherium en 
suspension en eau physiologique ainsi que le fait qu’il suffit 
d’ajouter a celle-ci de petites quantités de protéine (sérum de 
pore, albumine d’ceuf) ou encore de remplacer l’eau physio- 
logique par le bouillon pour voir les bactériophages passer 
dans les filtrats. 1 n’y a, par conséquent, aucun désaccord 
entre Flu et nous-mémes sur les faits que nous étudions. 
Nous ne pouvons qu’exprimer le regret que le savant hollan- 
dais en soit resté aux résultats que nous avions apportés 
en 4935 et qu’il n’ait cru devoir tenir aucun compte, des 
données de notre note a la Société de Biologie (mai 1936), ni de 
celles de notre dernier mémoire paru quelques jours avant la 
réception de son travail. Flu se borne a conclure, en effet : 
« La constatation de M. et M™* Wollman en ce qui concerne 
V’absence de bactériophage libre dans les cultures... de B. mega- 
therium 899 n’a pu étre confirmée... » (7). 

Avant d’aborder la partie du travail de Flu relative au rap- 
port numérique existant entre bactéries et bactériophages, 
rappelons en quelques mots le point de départ de ces expé- 
riences et Ja signification qui s’attache, 4 notre sens, aux 
résultats obtenus. 

Dans l’hypothése parasitaire de la bactériophagie, la lyse 
serait due a l’envahissement des bactéries par un agent exté- 
rieur, le virus bactériophage. Or, suivant les bactéries et les 
bactériophages considérés, les volumes des uns et des autres 
sont dans un rapport de centaines ou de dizaines de mille a 
un. On pouvait donc s’attendre 4 ce que le titre bactériopha- 
gique d’un lysat fit un multiple plus ou moins élevé du titre 
bactérien de la suspension qui lui a donné naissance. Autre- 
ment dit, le nombre de corpuscules bactériophages contenus 
dans un volume de lysat doit étre beaucoup plus élevé que Je 
nombre de germes dans le méme volume de suspension bac- 
térienne. Or, il n’en est rien. Dés 1932 nous avions attiré 


(7) Ces Annales, 60, 1938, p. 632. 
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attention sur le fait que les deux nombres (titre bactérien 
et titre bactériophagique) sont trés sensiblement de méme 
ordre. Des expériences récentes et encore inédites nous 
paraissent illustrer ce fait de facgon particulitrement trap- 
pante. Deux bactériophages, C,, et S,. (8) actifs pour un 
méme germe Y,R fournissent dans les mémes conditions, aux 
dépens de celui-ci, des lysats ayant trés sensiblement le méme 
titre (107°) alors que les volumes de ces deux bactériophages 
sont dans un rapport de 300 a 1 environ. 

Ce rapport numérique entre bactéries sensibles et facteurs 
lysogénes des lysats correspondants nous avait paru peu favo- 
rable & Vhypothése du virus. 

Que devient ce rapport numérique dans le cas des germes 
spontanément lysogénes > Le volume d’un_ gros _bacille 
comme le B. megatherium est environ 1.000.000 de fois plus 
graud que celui de son bactériophage. Dans l’hypothése ot 
celui-ci serait un virus symbiotique du B. megatherium, 
chaque élément bactérien devait, parait-il, pouvoir héberger 
un nombre élevé de corpuscules bactériophages. 

Or, en traitant par le lyzozyme des suspensions de B. mega- 
thertum (rappelons qu’on dissout celui-ci sans alfecter son 
bactériophage) on obtient & peu prés autant de plages (un peu 
moins en réalité) que la suspension fournissait de colonies 
avant ce traitement (9). Loin d’étre un multiple élevé du titre 
bactérien, le titre bactériophagique lui est donc quelque peu 
inférieur du fait que le B. megathertum se développe en chai- 
nettes et que le nombre de germes contenus dans un volume 
de suspension est par conséquent supérieur aA celui de 
colonies. Avec des cultures jeunes (quatre-cing heures) de 
B. megatherium lysogéne, Je nombre de plages est une dizaine 
de fois supérieur & celui des colonies, ce qui correspond trés 
sensiblement a l’égalité des titres bactérien et bactériopha- 
gique (10). 

Reprenant nos expériences sur le rapport numérique exis- 


(8) Nous devons ces deux bactériophages étudiés par Burnet et Elford 
ainsi que la couche sensible, 4 la grande amabilité de W. J. Elford, que 
nous remercions ici trés sincérement. 

(9) Ces Annales, 56, 1936, p. 187. 

(10) Ces Annales, 56, 1936, p. 322. 
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tant entre bactéries et bactériophages, dans le cas du B. mega- 
therm lysogéne, Flu écrit : 

« Observant les conditions dans lesquelles les expériences 
de M. et M™* Wollman ont été effectuées, il m’a été impos- 
sible de confirmer leur constatation que le nombre de colonies 
& cultiver d’une suspension de B. megatherium est égal a celui 
des plages de la méme suspension. Au contraire, il est 
démontré que le nombre de plages obtenues des suspensions 
de B. megatherium est toujours beaucoup moins élevé que 
celui des colonies de ces mémes suspensions ». 

Il va de soi, en effet, que dans des recherches de ce genre, 
d’ordre quantitatif, on doive s’efforcer de respecter le plus 
possible « les conditions d’expériences » qu’on désire vérifier. 
Or, on verra a l’examen de cette partie du travail de Flu que 
cette condition primordiale n’a guére été observée. Elle n’a 
été réalisée (ou & peu prés) que dans une seule expérience 
(tableau X). Encore la culture de B. megatherium était-elle 
ici plus 4gée (dix-sept heures d’étuve) que celles dont nous 
nous étions servis. D’autre part (et sans que nous puissions 
nous prononcer sur le role de ce facteur), la suspension était 
soumise & l’action du lyzozyme pendant deux heures a la tem- 
pérature de 37°, alors que nous traitions nos suspensions a 
la température de la chambre pendant quarante-cing-soixante 
minutes. 

Nous avons vu plus haut que l’Age des cultures est un 
facteur trés important, le « rendement » en bactériophages 
étant d’autant meilleur que les cultures sont plus jeunes (nous- 
mémes et Gratia). D’autre part, 4 en juger par Jes chiffres de 
la 3° colonne du tableau X, la sporulation était assez avancée, 
alors que dans nos expériences les cultures étaient pratique- 
ment exemptes de spores. I] est évident que ce n’est pas 1a 
« appliquer scrupuleusement » notre technique. Pourtant, 
malgré les écarts entre les conditions de son expérience et 
celles des nétres, Flu trouve, dans le cas examiné, entre le 
nombre de plages et celui des colonies des rapports variant 
de 1:7,5 a 1:20. 

Dans toutes les autres expériences de Flu, les conditions 
different de celles dans lesquelles nous nous étions placés au 
point qu’aucune comparaison ne peut étre faite valablement 
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entre ses résultats et les notres. Nous allons les passer rapi- 
dement en revue. 

I. Une culture de B. megatherium sur gélose dgée de dix- 
sept heures est é6mulsionnée en bouillon. Elle donne a l’ense- 
mencement, 20.000 colonies au centimétre cube ; le filtrat 
sur bougie fournit 25 (!) plages au centimétre cube, alors 
que la suspension traitée par le lyzozyme n’en fournit aucune. 
Or, Flu insiste sur le fait (en conformité avec toutes les 
données que nous avons nous-mémes apportées) que les 
suspensions lysozymées donnent toujours un nombre trés 
supérieur a celui fourni par les filtrats en bouillon des 
mémes suspensions. Cette expérience pourrait ¢tre a bon 
droit invoquée 4 l’appui de l’absence de bactériophages libres 
dans les cultures de B. megatherium sur gélose. Or, nous 
savons (et Flu a consacré une partie de son travail a cette 
démonstration) qu’il n’en est rien. Pour Flu, « la souche de 
B. megatherium employée ne peut plus étre entrainée & une 
production de phages plus active, peut-étre & cause de nom- 
breux passages sur gélose ordinaire ». 

Cette explication nous parait peu satisfaisante. 

Les résultats obtenus dans cetfe expérience, ainsi que dans 
celles qui vont suivre, nous semblent indiquer plutét que la 
technique (ou les milieux) employés par le savant hollandais 
ne permettent de déceler qu'une faible proportion des bacté- 
riophages présents. 

II. Quoi qu’il en soit, Flu abandonne la souche de B. meqa- 
therium 899 employée pour s’adresser & une souche de 
mutilat (B. megatheriwm 338 asporogéne sensible) qu’il a 
auparavant rendue expérimentalement lysogéne. Inutile de 
souligner combien on s’éloigne ainsi des conditions de nos 
expériences. « La production de phages » (sur gélose et en’ 
bouillon) serait « beaucoup plus intense chez le B. mega- 
therium 338 lysogéne que chez le B. megatherium 899 ». Pour- 
tant, ici encore, le rapport entre le nombre de plages fourni 
par le filtrat et celui de colonies est le méme que dans l’expé- 
rience précédente : 4:1.000 environ. La proportion de plages 
obtenues aprés action du lysozyme est quelque peu supé: 
rieure 4256. 

If. Flu poursuit ses expériences avec une nouvelle souche 
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de B. megatherium 899 entretenue sur gélose peptonée. Les 
cultures (de quinze & vingt heures & 37°) sont suspendues en 
bouillon et traitées par le lysozyme pendant trois heures & 
37°. Il ressort du tableau II qui résume une de ces expé- 
riences : 

a) Que les cultures employées sont abondamment sporulées. 
En effet, le nombre de colonies par centimétre cube de sus- 
pension avant et aprés traitement par le lysozyme est sensi- 
blement le méme (7.640.000 et 6.760.000 respectivement). 

b) Que le rapport entre le nombre de plages fourni par la 
suspension aprés traitement par le lysozyme et le nombre de 
colonies fourni par la méme suspension a l’ensemencement 
direct est beaucoup plus élevé que dans les expériences 
précédentes : une plage pour 8,5 colonies. 

IV. Dans l’expérience que nous venons de rapporter, les 
chiffres trouvés par Flu se rapprochent des ndétres. Aussi ne 
le voit-on pas sans étonnement, dans l’expérience suivante, 
abandonner cette technique et comparer le nombre de colonies 
non plus 4 celui de plages fournies par Ja suspension lyso- 
zymée, mais a celui fourni par le filtrat de la suspension en 
bouillon. 

Rien d’extraordinaire 4 ce que « les résultats de (ces) recher- 
ches donnent trés peu d’appui aux conclusions de M. et 
M”™ Wollman » et que « la contradiction (soit) méme 
flagrante». Elle pourrait l’étre 4 moins. Nous avons montré (11), 
en effet, que les résultats obtenus avec les suspensions lyso- 
zymées sont dus a ce que le traitement par le lysozyme n’en- 
traine qu’une perte minime en bactériophages, le rendement 
en ces éléments étant trés supérieur a celui qu’on obtient au 
moyen de la filtration, de la centrifugation ou sous laction 
de l’eau physiologique. Aucune comparaison ne saurait donc 
étre faite entre les résultats de cette expérience et les notres. 
Flu ajoute du reste lui-rméme : « Le nombre de plages issues 
de lysats de lysozyme éfait toujours infiniment plus élevé que 
celui des plages issues de filtrats. » 

V. Devant Ies résultats obtenus, Flu s’étonne « que Gratia 
soit parvenu par une technique différente de celle de Wollman 


(11) Ces Annales, 60, 1938, p. 13. 
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A confirmer l’égalité qui existerait entre le nombre de colonies 
cultivables et celui des plages ». Etant donné les insuccés 
qu’il avait enregistrés avec sa technique a lui, Flu croit 
devoir faire un nouvel essai en suivant scrupuleusement la 
technique de Gratia. Malgré l’état sporulé des cultures, Flu 
obtient, cette fois, des résultats assez voisins des nodtres. Il 
trouve en effet (tableau IX) respectivement : 


Nombre de colonies ... 324 53 42 440 60 1s 
Nombre de plages .... 70 16 2 96 13 4 


La valeur de cette expérience est toutefois fortement 
diminuée du fait de la présence de spores qui résistent a 
Vaction du lysozyme et peuvent donner naissance a de 
« fausses plages » correspondant & des colonies lysogénes 
entourées de zones de lyse. 

Flu reprend, a ce propos, lobjection faite autrefois par 
Gratia (12) et d’aprés laquelle nous aurions pris pour des 
plages vraies des zones de lyse produites par des colonies de 
B. megatheriwm provenant de spores. Nous ne nous attar- 
derons pas a cette objection. Gratia ayant reconnu par la 
suite (13) que dans les conditions ot nous nous étions placés, 
les cultures de B. megatherrwm lysogéne ne contiennent pas 
de spores. 

Or, « l’expérience-contréle ajoutée par moi (Flu) et qui n’a 
pas été effectuée par les Wollman » est en réalité de 
Gratia (comme du reste la phrase elle-méme). Elle se 
rapporte au cas de cultures sporulées et on a vu, par ce gui 
précéde, qu’il n’y avait pas lieu d’en tenir compte dans nos 
expériences. 

En résumé, pour nous, ainsi que pour Gratia, pour autant 
qu'il se soit placé dans les mémes conditions, le nombre des 
colonies et celui des plages fourni sous l’action du lysozyme 
aux dépens des suspensions de B. megatherium 899 sont sen- 
siblement égaux. Pour Flu, ce dernier chiffre « est toujours 
beaucoup moins élevé ». La valeur du rapport numérique 
plages : colonies varie du reste énormément dans les expé- 


(12) Ces Annales, 56, 1936, p. 307. 
(13) Ces Annales, 57, 1937, p. 653. 
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riences de cet auteur. Par ailleurs, ses résultats se rapprochent 
des nétres dans la mesure méme ou le font les conditions de 
ses expériences. Le rapport plages : colonies reste toutefois 
constamment inférieur a l’unité. Quelle est la raison de cette 
différence > 

Sauf pour l’expérience faite avec la technique de Gratia, 
la numération des plages est faite par Flu sur gélose inclinée 
et non sur boites de Petri, comme nous le faisions nous- 
mémes. Flu souligne le fait que, dans toutes les expériences, 
la gélose employée pour les cultures de B. megatheriwin 899, 
était une gélose séche, sans eau de condensation. Peut-étre 
était-ce la méme gélose qui avait servi a la numération des 
plages. Or, l’on sait que la lyse se fait mal sur gélose com- 
pacte ou desséchée. 

Quoi qu’il en soit, et bien que dans certains cas, les résultats 
obtenus par Flu ne différent pas beaucoup des nétres, il est 
indispensable, dans les recherches de cet ordre, qu’il ne 
soit tenu compte que de chiffres utilisables. Or (tableau HI), 
nous voyons citer une expérience ot la dilution 410-* d’une 
suspension a fourni 2.700.000 colonies, alors que la dilution 
suivante (10-°) en a fourni 4.700.000, les nombres de plages 
correspondants étant approximativement dans le rapport de 
40:1. Enfin, comme nous le disons plus haut, on est fondé 
& demander que les conditions des expériences soient aussi 
semblables que possible, conditions rien moins que réalisées 
dans les expériences de Flu. 

Avant de quitter ce sujet, il nous faut dire un mot sur 
linterprétation des résultats obtenus. Ainsi que nous le rap- 
pelons dans notre dernier mémoire, nous avions admis, au 
début de nos expériences, avec de nombreux chercheurs (et 
Flu est partisan de cette facon de voir) que les corpuscules 
bactériophages existent comme tels au sein des bactéries 
lysogénes. La mise en évidence, sous l’action du lysozyme, de 
facteurs lysogénes dans les suspensions (en eau physiolo- 
gique) dont les filtrats étaient, avant ce traitement, totalement 
exempts de ces éléments, nous avait paru, & un moment 
donné, en apporter la preuve. De méme, l’obtention de sérums 
antibactériophages trés actifs au moyen de spores lysogénes 
débarrassées par chautfage de bactériophages libres nous avait 
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paru venir A V’appui de cette fagon de voir (14) Or, ces faits, 
parfaitement exacts en eux-mémes, relevent, nous |’ avons 
reconnu, d’une interprétation autre que celle que nous leur 
avons tout d’abord attribuée. Dans notre dernier mémoire, 
notamment, nous avons montré qu’une suspension de B. 
megatherium lysogéne, débarrassée par des lavages et par 
des centrifugations répétées, de l’énorme majorité des corpus- 
cules bactériophages et dans laquelle le lysozyme ne décéle 
plus que des traces de ces éléments, fournit des sérums anti- 
bactériophages aussi actifs que la suspension de départ. trés 
riche en bactériophages. 

La fonction antigtne (antibactériophage) des bactéries 
(formes végétatives et spores) n’est done pas liée a la présence 
de corpuscules bactériophages comme tels. Ces corpuscules 
bactériophages représentent une phase particuliére extra- 
cellulaire, de la fonction lysogéne, phase caractérisée par 
l’état corpusculaire, résistant au lysozyme. Cette phase est 
produite de novo, non seulement lors de la germination des 
spores lysogénes, mais aussi au cours de la multiplication des 
formes végétatives lysogénes, ainsi que des germes sensibles 
soumis a l’action des bactériophages correspondants. Les 
faits observés par Den Dooren de Jong constituent un pre- 
mier exemple et un cas particulier de cette notion fondamen- 
tale. Ils ont bien la signification que leur auteur leur a dés 
Vabord attribuée, a savoir : la démonstration de la produc- 
tion de novo des corpuscules bactériophages. 

Nous ne pouvons donc pas nous associer a l’interprétation 
de Flu (qui est aussi celle de Gratia) d’aprés laquelle « le 
bactériophage est inclus (comme tel) dans la spore et-profite 
de ce fait des mémes facteurs qui protégent la protéine des 
spores ». 

Nous ne pouvons pas nous étendre ici sur d’autres points 
soulevés dans le travail de Flu et qui sont du reste d’un 
intérét secondaire : telle l’action nocive de l’eau physiologique 
pour le bactériophage du B. megatherium et qui est, d’aprés 
nos expériences, & peine marquée et moindre que celle du 
bouillon ; telle encore la dilférence d’action du lysozyme sur 


(14) Ces Annales, 56, 1936, p. 143. 
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les cultures de B. megatherium sur gélose ordinaire et pep- 
tonée (due, trés probablement, a la richesse en spores) ; telle, 
enfin, la lyse des spores par le lysozyme que ni nous, ni 
Gratia, n’avons pu observer. 

Par contre, il nous faut relever deux passages qui ne 
rendent pas exactement notre pensée. Flu écrit (page 645) : 
« Wollman qui jadis considérait le bactériophage comme un 
gene et actuellement comme un facteur héréditaire... » Si com- 
mode qu’il soit de se servir du terme géne pour désigner les 
supports matériels des caractéres héréditaires, nous nous 
sommes constamment interdit de le faire pour les bactério- 
phages. En effet, et ainsi que nous l’avons écrit & de nom- 
breuses reprises, la notion de génes ayant été acquise par 
des recherches sur les organismes sexués, rien n’autorisait 
a l’étendre, sans plus, aux bactéries. Cette restriction dispa- 
rait quand il s’agit des agents des « mosaiques », des tumeurs 
filtrables, etc. 

D’autre part (page 616), parlant du titre bas des filtrats 
de culture de B. megatherium 899 en bouillon (fait qu’il con- 
firme), Flu dit : « D’ot Wollman conclut que la culture en 
bouillon de B. megathertum 899 ne contient qu’un nombre 
restreint d’individus capables de produire le bactériophage. » 
Nulle part je n’ai exprimé ni n’aurais pu exprimer cette idée 
ayant toujours constaté (et ayant dit) que tous les éléments 
des cultures lysogénes donnent naissance a des colonies lyso- 
génes. Pour ce qui est du titre bas des cultures de B. mega- 
therium 899 en bouillon, « c’était 14 une observation tout a 
fait fortuite et dont la signification nous échappe » (15). I est 
fort possible qu’elle s’explique, en partie, par inactivation 
des bactériophages au contact des bactéries homologues, 
phénoméne sur lequel Gratia a insisté. 


CONCLUSION. 


Nous sommes entiérement d’accord avec Flu quant a la 
présence de bactériophages libres dans les cultures de 
B. megatherium sur gélose et quant a l’interprétation exacte 


(15) Ces Annales, 60, 1938, p. 21. 
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des résultats de nos expériences a ce sujet. Flu confirme dans 
cet ordre d’idées, point par point, les données apportées dans 
notre dernier mémoire. 

Quant au rapport numérique entre bactéries et bactério- 
phages dans ces cultures, nous maintenons l’égalité approxi- 
mative du nombre de colonies et du nombre de plages dans les 
cultures Agées de dix-sept & dix-huit heures, dont treize 
d’étuve. Dans les cultures jeunes (quatre a cing heures), le 
nombre de plages fourni par les cultures traitées par le lyso- 
zyme est trés sensiblement égal au nombre de germes con- 
tenus dans ces cultures. 

La différence des résultats obtenus par Fiu d’une part, par 
nous-mémes et Gratia de l’autre, s’explique par les condi- 
tions des expériences de l’auteur hollandais, fort différentes, 
dans l’ensemble, de celles dans lesquelles nous nous étions 
placés. Malgré cela, dans certaines de ses expériences, on ne 
constate pas, ainsi qu’il le fait luicméme dans ses conclu- 
sions, que « le nombre de plages obtenues des suspensions de 
B. megatherium 899 est toujours beaucoup moins élevé que 
celui des colonies de ces mémes suspensions ». 


ETUDE DES EXTRAITS TOXIQUES DE STREPTOCOQUES 
EN SERUM ANIMAL 


par L. COTONI et J. POCHON. 


(Unstitut Pasteur.) 


Divers auteurs, étudiant les poisons des Streptocoques, ont 
tenté de tuer les animaux de laboratoire par l’injection de 
filtrats de culture. Sans parler de la toxine de Dick, qui se 
distingue par une résistance relative a la chaleur et son action 
particuliére cutanée, ces auteurs, cités par R. Hare dans un 
article récent, ont utilisé des filtrats de culture ne tuant les 
animaux qu’a doses élevées, et il leur a été impossible de 
séparer les effets toxiques des effets hémolytiques. 

J. Weld (1934-1935), en soumettant des corps microbiens 
streptococciques a l’agitation dans des sérums d’espéces ani- 
males diverses, a obtenu des filtrats toxiques tuant la Souris. 
Ses expériences ont été reprises avec une technique différente 
par Schliter et Schmidt, puis avec la technique originale, 
légérement modifiée, par R. Hare en Angleterre ; ici méme 
il nous a paru utile d’étudier & nouveau ces faits. 

Nous décrirons successivement la technique employée, 
imitée de celle de Weld. et les résultats obtenus. 


TECHNIQUE. 


PREPARATION DU MILIEU DE CULTURE. — Un kilogramme de viande de 
veau est haché et mis & macérer pendant trois jours 4 4° dans 1 litre 
d’eau distillée. On filtre sur tamis en pressant la viande hachée, on 
ajoute au filtrat 50 grammes de peptone Witte, puis on porte le 
liquide & une température de 70° pendant dix minutes. On filtre sur 
un nouet. Le liquide est versé dans un flacon en Pyrex. On ajuste la 
réaction, 4 l’aide de HCl normal, 4 pH = 4,5. On chauffe a l’autoclave 
pendant quinze minutes a 110°. 

Des que le flacon est extrait de l’autoclave encore chaud, on y verse 
120 cent. cubes d’une solution dans l’eau distillée, préalablement filtrée 
sur bougie Chamberland L?, contenant 2 gr. 40 de bicarbonate de 
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sodium ct 1 gr. 20 de phosphate disodique. On ajuste Ja réaction a 
pH=8,1 avec une solution stérile de soude normale ; il faut environ 
20 cent. cubes de cette solution par litre de milieu. Un précipité abon- 
dant se produit, qui se dépose pendant le refroidissement. On place sur 
le flacon un bouchon de caoutchouc et un siphon préalablement stéri- 
lisés, ce qui permet ultérieurement de répartir le milieu de culture 
dans des flacons stériles. L’extrémité inférieure du siphon doit étre 
distante de 5 centimetres environ du fond du flacon, pour empécher le 
mélange du précipité avec le liquide nutritif. 

Dans chaque flacon utilisé pour la culture, on a introduit préala- 
blement une mince couche de viande préparée suivant la technique 
de Lepper et Martin. 

Hacher 200 grammes de coeur de boeuf. Ajouter 200 cent. cubes de 


T 


N 
solution 50 de soude. Chauffer pendant vingt minutes jusqu’a ce que 


le liquide commence a bouillir. Ajuster & pH = 7,5. Filtrer sur mousse- 
line. Presser la viande, l’introduire dans les flacons, verser une couche 
d’huile de vaseline haute de 2 ou 3 centimétres et chauffer vingt 
minutes a 115°. La macération de viande stérile préparée comme il 
est indiqué ci-dessus est répartie stérilement dans chaque flacon conte- 
nant déja le coeur de boeuf haché et l’huile de vaseline. 
ENSEMENCEMENT. — On place pendant trente minutes les flacons 4 
ensemencer au hbain-marie & 100°. On ensemence dans le fond du 
flacon avec une culture jeune de Streptocoque en bouillon glucosé a 
2 p. 1.000, et on abandonne a 35°-37° pendant quatorze a seize heures. 


PREPARATION ET CONSERVATION DE L’EXTRAIT TOXIQUE. — On préléve la 
culture a travers huile de vaseline. On examine la réaction. Le pH 
ne doit pas étre inférieur 4 7. On centrifuge et on mesure la quantité 
de liquide surnageant. Le culot microbien est émulsionné dans du 
sérum éguin chauffé auparavant 4 55° pendant quarante minutes, a la 
dose de 1 cent. cube de sérum pour le culot de 30 cent. cubes de culture. 

On agite avec des perles de verre dans un tube bien bouché, pendant 
quarante-cing minutes, en un endroit frais. On décante puis centri- 
fuge. Le liquide est ajusté 4 pH = 8. La réaction de 1]’extrait nous est 
toujours apparue comme un point capital dans le succés des recherches. 
En outre, d’aprés Weld, l’extrait conserve difficilement sa toxicité 
quand son pH est inférieur a 8. On filtre l’extrait sur bougie Cham- 
berland L? ou sur disque Seitz et on conserve l’extrait congelé A — 25°. 
D’apres Weld, cing a six extractions successives sont possibles & partir 
du méme culot microbien. 


RESULTATS OBTENUS. 


L’extrait toxique se montre malheureusement d’une con- 
servation difficile. Aux températures de la glaciére, en vingt- 
quatre heures, le pouvoir toxique a disparu, méme si le 
liquide est recouvert d’huile de vaseline (Weld). A 37° Ja 


EXTRAITS TOXIQUES DE STREPTOCOQUES 4G 


toxicité disparait aprés seize heures (R. Hare), a 56° en une 
demi-heure, tandis qu’elle persiste méme six mois aprés 
congélation (Weld). 

Le pouvoir hémolytique de l’extrait est un caractére fonda- 
mental. Le pouvoir leucocidique, démontré par Weld et 
trouvé autrefois dans les filtrats de culture en bouillon-sérum 
(Channon et Mac Leod), n’a pas été mis en évidence par 
R. Hare. 

La toxicité est la propriété la mieux étudiée. R. Hare a pu 
tuer, irréguliérement d’ailleurs, le Lapin, en deux minutes, 
par injection intraveineuse de ‘40 cent. cubes d’extrait ; 
4 cent. cubes tuaient un autre Lapin en dix-huit heures. A 
l’autopsie, il signale hémolyse intense du sang, la coloration 
rouge sombre de la rate et du foie, ou, dans le cas de mort 
plus tardive, la coloration jaune de la peau et du péritoine ; 
l’intestin peut étre rempli de bile, et la vessie distendue par 
une urine sanglante. L’injection par les voies sous-cutanée, 
intra-dermique ou intra-péritonéale demeure sans effet appa- 
rent. Nous avons vu nous-mémes le Lapin succomber en une 
heure a4 l’injection intraveineuse de 8 cent. cubes d’extrait 
toxique ; l’autopsie montrait un hémopéritoine abondant, 
une congestion intense des anses intestinales, du foie et de 
la rate, et un sang hémolysé. Les Lapins qui survivent 
peuvent présenter des émissions d’urine sanglante. 

R. Hare n’a pas pu réussir 4 tuer le Cobaye par les voies 
intra-cardiaque, péritonéale, sous-cutanée, ou intra-dermique; 
parfois l’aspect sanglant de Vurine a été noté. 

La Souris demeure l’espéce animale de choix, et nos obser- 
vations nombreuses confirment celles des auteurs & ce sujet. 
La voie intraveineuse est seule meurtriére ; nous injectons 
habituellement 1/2 cent. cube d’extrait toxique dans une 
veine de la queue. Dans les cas les plus aigus, la Souris, 
aussitot aprés l’injection, se met 4 courir, les yeux saillants, 
puis tombe aprés une & deux minutes, couchée sur le dos, 
les membres animés de mouvements convulsifs, le thorax 
exécutant des mouvements saccadés, enfin elle meurt. Par- 
fois, la Souris se dresse sur ses pattes postérieures, semblant 
avoir soif d’air. Ou, le poil hérissé, elle demeure immobile, 
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ou trémulante, couchée sur le ventre, les membres postérieurs 
en extension, peu sensibles A la piqire, soulevée de temps 
& autre par des mouvements du thorax et de l’abdomen qui 
font penser d des efforts de vomissement. La mort peut sur- 
venir au bout d’un temps variable, quelques minutes 4 plu- 
sieurs heures, quelquefois aprés une ou plusieurs mictions 
sanglantes. L’autopsie ne décéle souvent aucune Iésion appa- 
rente chez les Souris mortes en quelques minutes, le sang est 
hémolysé, la vessie renferme une urine jaune clair. Quand la 
survie, plus longue, dépasse une heure, le foie, la rate et en 
particulier les reins apparaissent gorgés de sang et offrent 
une coloration rouge foncé, la vessie contient parfois une 
urine sanglante. La paroi abdominale & sa face profonde est 
le siége d’une coloration rose vif ou saumonée, parfois méme 
jaune franc, quand la mort est plus tardive. L’intestin est 
rouge ou verdatre. Microscopiquement, Weld et R. Hare 
signalent la diminution du nombre des hématies, la présence 
d’hémoglobine dans les glomérules, la dégénérescence des 
cellules des tubes rénaux, sans lésions importantes des autres 
visceres. 

Une partie de nos recherches a été faite 4 aide d’un échan- 
tillon de Streptocoque hémolytique provenant d’une ménin- 
gite aigué mortelle d’origine mastoidienne. A Il isolement 
(décembre 1934), cet échantillon, étudié par le D’ Lévy-Bruhl, 
tuait rapidement la Souris a la dose de 4/2 cent. cube de 
culture et faisait périr en seize heures un Lapin de 
1.900 grammes inoculé sous la peau avec 3 cent. cubes. 
L’autopsie montrait des lésions hémorragiques du tissu cellu- 
laire sous-péritonéal dans les fosses lombaires, au niveau du 
psoas. Le D* Lévy-Bruhl a obtenu a cette époque les mémes 
lésions aprés injection intra-dermique de culture filtrée 
(1/2 cent. cube pour un Lapin de 2 kilogrammes). La toxi- 
cité de cet échantillon particulier a baissé depuis lors rapi- 
dement pour le Lapin, mais 4/2 cent. cube d’extrait-sérum 
préparé avec ce Streptocoque tue encore la Souris en deux 
minutes par voie intraveineuse, et c’est un des plus toxigénes 
que nous ayons étudiés. 

Tous les échantillons ne fournissent pas des extraits 
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toxiques. Nous avons étudié ainsi 14 Streptocoques d’origines 
pathologiques diverses : humaine, équine, bovine, murine et 
aviaire. Le tableau ci-joint résume les résultats obtenus. A 
l’exception de deux échantillons, tous ces Streptocoques sont 
hémolytiques (1). A l’époque de leur isolement, ils offraient 
des degrés divers de pouvoir pathogéne pour la Souris et le 
Lapin ; certains sont demeurés, méme de nombreuses années 
aprés lVisolement, encore franchement virulents pour cette 
derniére espéce animale. Les échantillons les plus toxiques 
sont d’origine humaine ; parmi les plus toxiques, nous rele- 
vons les échantillons Tin, Gold et 44, provenant respective- 
ment d’une méningite mortelle, d’un adéno-phlegmon, d’une 
infection puerpérale ; les extraits préparés & Vaide de ces 
Streptocoques tuent la Souris par voie intraveineuse en 
quelques minutes, quoigque les germes correspondants soient 
isolés de lorganisme depuis plusieurs années. 5 autres Strep- 
tocoques fournissent des extraits ne tuant la Souris par voie 
veineuse a la dose de 41/2 cent. cube qu’en quelques heures ; 
enfin, 6 échantillons paraissent, dans nos conditions expéri- 
mentales, dépourvus de toxicité. 

Si l’on examine par comparaison la toxicité et le pouvoir 
hémolytique, on trouve, dans le tableau, les deux Streptoco- 
ques non hémolytiques dépourvus de toxicité, mais certains 
Streptocoques hémolytiques et méme trés hémolytiques sont 
atoxiques. Y a-t-il seulement disparition de la toxicité chez 
ces germes isolés depuis de longues années, mais demeurés 
trés pathogénes pour le Lapin > Si l’on confronte maintenant 
toxicité et pouvoir pathogéne pour les animaux, les Strepto- 
coques les plus toxiques sont en général pathogénes, au 
moins pour la Souris, mais les plus virulents pour le Lapin, 
d'origine animale, sont atoxiques ; la méme réserve que pré- 
cédemment peut étre faite au sujet de ces échantillons d’iso- 
lement ancien. Nos conclusions confirment d’ailleurs celles 
de Weld, Schliiter et Schmidt, R. Hare : on ne met pas en 


(1) Le pouvoir hémolytique a été recherché ainsi : on mélange, 4 
voluines égaux, les cultures de sept heures et de dix-huit heures A 
35° en bouillon-sérum équin avec une émulsion d’hématies de mouton 
a 10 p. 100 dans l’eau physiologique. On lit aprés une demi-heure ou 
une heure a 35°, 
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lumiére de rapport entre la toxicité d’une part, et les pou- 
voirs hémolytique et pathogéne vis-a-vis de la Souris, d’autre 
part. 

La technique utilisée par Weld, puis R. Hare, est d’une exé- 
cution assez délicate pour la préparation du milieu de culture 
comme pour celle de l’extrait toxique. Aussi R. Hare a-t-il 
essayé dans un but de simplification la culture dans le 
bouillon préparé par digestion tryptique, ou dans le milieu 
de Swift et Hodge sans glucose, mais les extraits obtenus 
sont dépourvus de toxicité. La culture en milieu de Weld 
anaérobie simplement filtrée, est moins toxique que 1’extrait 
correspondant. Nos tentatives personnelles de simplification 
de la technique n’ont pas eu plus de succés. Les Strepto- 
coques cultivés en bouillon Martin anaérobie, additionné de 
4 p. 100 de peptone Witte, puis centrifugés et agités avec le 
sérum équin imactivé, fournissent un extrait faiblement 
toxique. Résultats également médiocres avec un extrait-sérum 
préparé a partir de culots de cultures anaérobie ou aérobie 
en bouillon Martin additionné de 20 p. 100 de sérum équin. 
Force est donc d’en revenir a la technique originale de Weld, 
plus complexe. 

Une fois en mesure de tuer stirement la Souris avec l’extrait 
microbien, nous désirions vivement savoir si ce dernier était 
antigéne im vivo. 

Nos essais de vaccination ont porté exclusivement sur la 
Souris. L’emploi du Lapin comme animal d’expérience ett 
nécessité de grosses quantités d’extrait toxique, dont la pré- 
paration risquait d’étre trés laborieuse. Nous avons employé 
un seul échantillon de Streptocoque, le plus toxique, |’échan- 
tillon Tin. Son extrait tue la Souris par voie veineuse a la 
dose de 4/2 cent. cube en quelques minutes et peut étre aisé- 
ment conservé actif, une fois alcalinisé (pH = 8) et congelé 
a — 25°. L’extrait ne saurait étre utilisé sans filtration 
préalable, sous peine de faire périr les animaux par les germes 
qu’il contient. On le filtre sur bougie Chamberland L’ ou sur 
disque Seitz, sans que l’activité paraisse affaiblie. Il y a lieu, 
en outre, d’éprouver les animaux a l'aide d’un extrait préparé 
avec le sérum d’une espéece animale différente ; sinon, les 
Souris succombent souvent a des accidents d’hypersensibilité 
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vis-A-vis du sérum déja utilisé, sérum équin par exemple. 
Parmi les extraits préparés a l’aide de sérums de Chévre, de 
Mouton, de Cheval, les deux premiers nous ont paru plus 
toxiques. 

Nous avons choisi, pour la vaccination, des Souris blanches 
pesant une vingtaine de grammes. La toxine employée a été 
administrée par des voies diverses, sous forme d’extrait en 
sérum de Chévre ; pour l’épreuve, on utilisait un extrait en 
sérum de Mouton, a la dose de 4/2 cent. cube par voie vei- 
neuse. Quatre séries d’animaux ont été prises. 


1° Souris préparées par voie sous-cutanée. — 7 souris. 3 injections, 
chacune de 1/2 cent. cube d’extrait pendant trois jours consécutifs. 
Souris morte pendant la vaccination : 1. Epreuve aux quatorziéme 
et vingt-huititme jours : Mort (dans un délai variant de quelques 
minutes & quelques heures). 

2° Souris préparées par voie intra-péritonéale. — 5 souris. 3 injec- 
tions, chacune de 1/2 cent. cube d’extrait pendant trois jours consé- 
cutifs. Epreuve aux quatorziéme et vingt-huitiéme jours : Mort en 
moins de dix minutes. 

3° Souris préparées par voie veineuse. — 8 souris. Deux séries de 
vaccinations, comprenant chacune 3 injections d’extrait, chaque injec- 
tion de 1/10 de cent. cube pendant trois jours consécutifs. Premiére 
série débutant le 20 décembre, deuxiéme série débutant le 7 janvier. 
Epreuve le douziéme jour aprés la derniére injection de Ja deuxiéme 
série. Mort en une heure au plus. Souris morte pendant la vaccina- 
linea Ne 

4° Autres souris préparées par voie veineuse. — 8 souris. Deux séries 
de vaccinations comprenant chacune 3 injections d’extrait, la premiére 
série : 1/10 de centimétre cube, 1/8 de centimétre cube et 1/5 de cen- 
timétre cube ; la deuxiéme: 1/10 de centimétre cube, 1/4 de centi- 
métre cube, 1/8 de centimétre cube ou 1/2 centimétre cube selon les 
animaux, les deux séries étant espacées comme chez les souris précé- 
dentes. Presque toutes les souris ont succombé au cours de 1l’immuni- 
sation, le plus souvent pendant la deuxiéme série d’injections, a la 
suite de l’inoculation de 1/2 cent. cube d’extrait. 


Un autre lot de Souris préparées par voie veineuse au moyen 
d’un extrait en sérum de Cheval et éprouvées dans la veine, 
par un extrait en sérum de Lapin au quatorziéme jour, n’a 
pas davantage manifesté de résistance au poison. Ces résultats 
négatifs confirment d’ailleurs les résultats de Weld (2) et de 
R. Hare. 

Si ce poison streptococcique ne se montre pas antigéne 


(2) Nous remercions vivement M™® Weld des résultats inédits qu’elle 
a bien voulu nous communiquer. 
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chez la Souris, il ne semble pas non plus sensible a |’action 
des sérums antistreptococciques. Weld signale ce fait négatif. 
Nous Vavons nous-mémes vérifié, soit que les Souris aient 
recu 1/2 cent. cube de sérum antistreptococcique la veille sous 
la peau, puis 1/2 cent. cube d’extrait toxique le lendemain 
dans la veine, soit qu’on ait préparé & aide du sérum équin 
antistreptococcique lui-méme extrait inoculé ensuite dans la 
veine de la Souris. 

En résumé, il est possible d’obtenir A partir des corps 
microbiens streptococciques cultivés dans le milieu de Weld, 
séparés des liquides de culture et agités avec un sérum animal 
inactivé, un poison qui tue la Souris et le Lapin exclusive- 
ment par voie veineuse. Ce poison a été rencontré en parti- 
culier chez des échantillons de Streptocoque hémolytique 
d’origine humaine, sans d’ailleurs qu’on puisse établir de 
relation proportionnelle entre la toxicité de lVextrait d’une 
part et le pouvoir hémolytique ou le pouvoir pathogéne pour 
la Souris, des Streptocoques utilisés d’autre part. Les pro- 
priétés de ce poison le rapprochent étroitement de l’hémo- 
lysine streptococcique, telle qu’elle a été étudiée dans les 
milieux liquides additionnés de sérum par de nombreux 
auteurs. On serait tenté de les identifier purement et simple- 
ment : mémes propriétés hémolytiques im witro, Iésions ana- 
logues produites chez les animaux, filtrabilité, conservation 
difficile et fragilité au chauffage, altération par les variations 
d’acidité et d’alcalinité, absence de pouvoir antigéne chez les 
animaux. Mais peut-¢tre ce poison est-il distinct de l’hémoly- 
sine proprement dite, puisqu’on constate chez certains Strep- 
tocoques l’existence du pouvoir hémolytique et l’absence de 
toxicité. 

BIBLIOGRAPHIE 


Césari (E.), Coronr (L.) et Lavatie (J.). Ces Annales, 44, 1927, p. 919. 

Cannon (H.) et Mac Leon (J. W.). J. Path. Bact., 32, 1929, p. 283. 

Cotoni (L.) et Pocuon (J.). Rev. d’Immunol., 3, 1937, p. 242. 

Hare (R.). J. Path. Bact., 44, 1937, p. 71. 

Lepper (E.) et Martin (C. J.). Brit. J. Exp. Path., 40, 1929, p. 327. 

L&vy-Bruut (M.). Bull. Association des dipl6més de Microbiologie de la 
Faculté de Pharmacie de Nancy, n° 13, décembre 1936. 

Scuniiren (W.) et Scumipr (H.). Z. f. Immunitdtsforsch., 87, 1936, p. 17. 

Wetp (J.). J. Exp. Med., 59, 1934, p. 83 ; 61, 1935, p. 473. 


L'ACTION DU SERUM DE CHEVAL NORMAL 
SUR LA STAPHYLOTOXINE 


par J. BEUMER. 


(Laboratoire de Bactériologie de VUntversité libre 
de Bruxelles.) 


En 1934, dans un travail consacré 4 létude des milieux 
de culture les plus favorables pour l’obtention de la staphy- 
lotoxine, Gross [1] rapporte les effets de Vintroduction dans 
le bouillon ordinaire, soit de l’hémoglobine, soit du sérum 
de différentes espéces animales. Tandis que l’hémoglobine 
d’homme ou de lapin favorise nettement la production 
d’hémolysine, l’hémoglobine de mouton, de cheval ou de 
bovidé parait dépourvue de toute propriété de ce genre. Par 
contre, le sérum normal frais de ces trois derniéres espéces 
empéche la production d’hémolysine, pouvoir inhibiteur dont 
sont privés le sérum de l’homme et celui du lapin. Cette diffé- 
rence de comportement des divers sérums s’explique, d’aprés 
Vauteur, par leur teneur variable en antihémolysine et agglu- 
tinine normales, beaucoup plus élevée dans les sérums de 
mouton, de bovidé et de cheval. Gross donne, en effet, les 
chiffres suivants : 


SBRUMS ANTIHEMOLYSINE AGGLUTININE 
HOmnehc- 2 Fer af eee ce oe eee 0 4/400 
Ve ite PREY oC cog OM eA rl Senne eae 0 1/400 
Cheval Le Be oe Ae ee ech eon re, 4/50 1/2.000 
MOTO TURES 54.9) ce cues oy ner ae 4/20 4/2.000 
BOVGGE. of Bn ERIE es Mon creck See 1/40 4/2.000 


En outre, on peut observer pendant la période de crois- 
sance une forte agglutination des staphylocoques dans les 
bouillons contenant du sérum de cheval, alors qu’elle manque 
absolument dans le bouillon simple ou additionné de sérum 
d’homme ou de lapin. 


é 
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D’autre part, différents auteurs : Nélis et Poncelet [2], 
Ramon, Richou et Descazeaux [3], Descazeaux et Richou [4], 
Ramon, Richou, Nicol et Lupu [5], ont signalé que le sérum 
de cheval frais posséde normalement le pouvoir de neutraliser 
dans une certaine mesure l’hémolysine staphylococcique 
m vitro. Ramon a attribué l’apparition de ces antitoxines 
naturelles chez le cheval & des infections cryptiques. 

Dans le présent travail, nous avons repris l’étude de ces 
questions et nous avons trouvé que, s'il est exact que le sérum 
de cheval posséde normalement le pouvoir de neutraliser la 
staphylotoxine in vitro, la faculté que lui attribue Gross 
d’empécher l’apparition de cette derniére dans les bouillons 
de culture n’est pas générale, les faits étant bien différents 
selon la souche microbienne que l’on envisage. 

Ceci nous a conduit 4 étudier de facon plus approfondie le 
mécanisme de l’action que le sérum de cheval exerce sur la 
toxine staphylococcique et sur sa production. 


TECHNIQUE. 


. Souches : Les souches étudiées appartiennent a l’espéce 
Staphylococcus aureus. Nous avons utilisé plus particuliére- 
ment deux d’entre elles 4 cause de la netteté de leurs carac- 
teres : 

Staphylocoque Presbourg : staphylocoque de la collection du labo- 


ratoire de bactériologie de 1’U.L.B. 
Staphylocoque Jean : isolé d’un pus d’abcés. 


D’autres souches ont été choisies occasionnellement parce 
qu’elles convenaient mieux pour certaines observations. Nous 


citerons : 
Staphylocoque T : isolé d’un abcés du testicule. 


Staphylocogue L. P. : isolé du liquide pleural d’une pleurésie 


purulente. 
Staphylocoque A : isolé d’un pus d’abces. 


Toxines : Les toxines ont été préparées par culture en 
bouillon suivant la formule indiquée par Walbum ‘6] dans 
ses remarquables « Etudes sur la toxine staphylococcique » : 


56 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Viande de) yeas ene eran esi sect cmrenr ci ciate Mion ci-col es eae 250 
Peptone,sen erammes er <0 seo) em cenctte ae ra ese mecorE Ta 10 
EOIN rub SG Se Gio o.oo co oo Go 6 o Ole S Oe ¢ 4 
Sulfate de magnésie (solution moléculaire), en centimétre cube. 4 
Eaupenvitren; <2) Jae spe e oes < RMON: otic. Drs 4 


Aprés stérilisation on ajuste a pil 7. 


Dans ce milieu, cing jours de culture & 37° sont un délai 
suffisant pour obtenir une toxine active. Nous appellerons 
« staphylobouillon » le bouillon de culture staphylococcique 
tel que nous le retirons de l’étuve aprés le temps nécessaire 
a l’élaboration de la toxine. 

Ce staphylobouillon pour servir 4 l’étude de la toxine doit 
étre exempt de germes vivants. Nous avons renoncé a utiliser 
a cet effet la filtration. En effet, aprés passage sur bougies 
différentes, un méme staphylobouillon donne des filtrats dont 
lactivité est trés inégale. La filtration diminue d’ailleurs dans 
une notable proportion la teneur en toxine des staphylo- 
bouillons. 

Nous avons utilisé un procédé infiniment supérieur pré- 
conisé par Gengou [7] et qui nous donne entiére satisfaction. 
On centrifuge les staphylobouillons pour les débarrasser de la 
majeure partie des germes qu’ils contiennent. On raméne & 7 
le pH du liquide surnageant décanté et on y ajoute du chlo- 
roforme : un contact de dix minutes suffit a stériliser com- 
plétement le milieu qui est ensuite débarrassé par le vide 
a 37° des traces de chloroforme restées en suspension aprés 
décantation. Il est d’ailleurs & remarquer que ces traces ne 
paraissent pas influencer l’activité de la toxine non plus que 
Sa conservation. 

Nous avons également obtenu de la toxine staphylococcique 
par un tout autre procédé : Bigger, Boland et O'Meara [8] ont 
signalé qu’en lavant 4 l’eau physiologique des cultures de 
staphylocoques sur gélose dgées de un ou deux jours, 
on obtenait une toxine plus active que par la culture en 
bouillon. 

Pour recueillir cette toxine, que nous appellerons « toxine- 
gélose », on lave les cultures sur gélose en tubes ou en 
plaques de Roux au moyen d’eau physiologique a 9 p. 41.000 
4 raison de 4 cent. cube par tube ou 5 cent. cubes par plaque. 
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L’émulsion ainsi obtenue est centrifugée. Le liquide surna- 
geant est utilisé tel quel : c’est la toxine-gélose. 

Outre son titre plus élevé, la toxine-gélose se différencie 
encore de la staphylotoxine des bouillons de culture par 
d’autres caractéres (Bigger, Boland et O’Meara [8] : son acti- 
vité a froid, la précocité de V’hémolyse qu’elle provoque, et 
enfin sa grande thermostabilité quand on ne s’écarte pas 
de pH 7. 

Nous n’avons trouvé aucun avantage a recouvrir la gélose 
d'une feuille de cellophane et & étendre la culture microbienne 
a la surface de cette derniére, comme le recommande L. Birch- 
Hirschfeld [9]. Le titre de la toxine recueillie n’en est pas 
accru dans des proportions notables et les manipulations que 
nécessite ce procédé sont compliquées. 

Nous avons eu recours maintes fois & la toxine-gélose au 
cours de ce travail lorsque ses propriétés un peu particuliéres 
énumérées plus haut justifiaient son emploi. Nous spécifierons 
chaque fois que cela importera de quelle toxine il s’agit : sta- 
phylotoxine ou toxine-gélose. 


* 
* O* 


On sait que l’activité lytique de la toxine staphylococcique 
s’exerce sur les cellules les plus diverses : globules rouges, 
globules blancs, cellules parenchymateuses d’organes quel- 
conques (Gengou [40]), etc. Nous avons étudié essentiellement 
l’action du sérum de cheval sur l’une de ces manifestations 
l’hémolyse. Nous avons fait aussi quelques observations rela- 
tives 4 la lyse des globules blancs et 4 celle des cellules de 
divers parenchymes. 


A. — L’hémolysine. 
I. — ACTION DU SERUM DE CHEVAL ET DE L’HEMOGLOBINE 


SUR LA PRODUCTION DE LA STAPHYLOHEMOLYSINE. 


Le pouvoir hémolytique des toxines staphylococciques a été 
titré de la maniére suivante : 
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Dans une série de tubes, on introduit des quantités décroissantes 
de toxine et on compléte chaque fois A 1 cent. cube au moyen d’eau 
physiologique a 9 p. 1.000. A chaque tube, on ajoute 1 cent. cube d’une 
suspension de globules rouges de lapin lavés et amenés & la concen- 
tration de 5 p. 100 dans l’eau physiologique 4 9 p. 1.000. Ces tubes 
sont placés 4 ]’étuve A 37° pendant deux heures, puis laissés 4 la tem- 
pérature de la chambre pendant vingt-quatre heures. On procéde alors 
a la lecture des résultats. 


On prépare du bouillon Walbum que l'on utilisera tel quel 
ou en y ajoutant soit du sérum de cheval normal dans la pro- 
portion de 10 p. 100 (bouillon S. €.), soit une solution d’hémo- 
globine (1) dans la méme proportion (bouillon Hb.), soit 
encore, et toujours a raison de 10 p. 100, hémoglobine et 
sérum de cheval en parties égales (bouillon S. C. + Hb.). 

On obtient ainsi quatre milieux que l’on ensemence au 
moyen de l’une des 3 souches suivantes : staphylocoques Pres- 
bourg, Jean et T. Le titrage des staphylohémolysines produites 


dans ces milieux a donné les résultats suivants : 


0 Lon 8. C. 
BOUILLON ROUILLON S.C. sBourtton Hb. paces c 


Souche Presbourg : 


1 cent. cube . +++ — ae dst =a 
Qcc 5... +44 — Sede —_ 
0¢.c. 23. ..° +++ = saa oe! 
O1C5 Cs ee foo — +44 _ 
OCCr08—. Le: aL — Seance = 
O'C.€..025 2. _ — + = 
Souche Jean : 
1 cent. cube. +++ Sane ss feted = cea 
Oc.c.8 22. +44 oe e+ + 
Oc.c. 25... +++ +++ +44 ese 
Occt 2. +++ a +++ +44 
0c.c.08. . 2 +++ tt +++ +++ 
Oc.c. 025 .. ++4+ +++ +++ sede 
(Vacate! 4 hc a — = ens 
Souche T : 
1 cent. cube. +++ = pizeiaele eS 
ONCCoES 0 SPSPSe = +44 nel 
Oc.c. 25... +++ == Bleeteets = 
Uixcerce 2 - = ai —_ 
One 262.05 = =e _— irs 


(1) La solution d’hémoglobine est préparée comme suit : on centri- 
fuge du sang de lapin défibriné ; on rejette le sérum et on lave 
plusieurs fois le culot de globules rouges ; ceux-ci sont hémolysés en 
ramenant au volume de sang initial au moyen d’eau distillée, puis on 
centrifuge et on recueille le liquide surnageant : celui-ci est enfin 
dilué au 1/4 en eau physiologique. 
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On constate que : 

1° En ce qui concerne l’action du sérum de cheval, 2 cas 
se présentent : 

a) Il empéche manifestement la production de staphylo- 
hémolysine par les souches Presbourg et T. 

b) Il n’entrave nullement la production de celle-ci par la 
souche Jean. 

2° En ce qui concerne l’hémoglobine, elle n’a pas augmenté 
la production de toxine, sauf dans le cas de la souche Pres- 
bourg ou l’on observe une trés légére élévation du pouvoir 
hémolytique. 

3° Lorsque le bouillon contenait a la fois sérum de cheval 
et hémoglobine, la présence de cette derniére n’a pas influencé 
l’action du sérum de cheval telle que nous l’avons indiquée 
au 4°. 

Pour comprendre le comportement particulier de la souche 
Jean, nous avons supposé tout d’abord qu’elle produisait une 
quantité de toxine telle que la quantité de sérum de cheval 
présente dans Ie bouillon était insuffisante pour la neutra- 
liser. Cependant, si on augmente la proportion de sérum de 
cheval, on ne remarque pas d’effet sur la production d’hémo- 
lysine. C’est seulement lorsque la concentration atteint 
50 p. 100 que le titre d’hémolysine diminue sensiblement ; 
il est cependant encore égal a la moitié de ce qu‘il était en 
bouillon sans sérum de cheval. Méme en sérum de cheval pur 
il y a encore des traces de pouvoir hémolytique. Or, on ne 
peut plus tenir compte de résultats obtenus dans des milieux 
contenant 50 p. 100 et plus de sérum de cheval, leur compo- 
sition s’écartant par trop de celle des milieux de culture 
habituels. 

La différence entre les souches Jean et Presbourg, pour ce 
qui concerne la production d’hémolysine dans un milieu 
contenant du sérum de cheval, n’est donc pas purement quan- 
titative : elle résulte d’un phénoméne particulier que nous 
chercherons & élucider. Quoi qu’il en soit, on peut affirmer 
que l’action inhibitrice du sérum de cheval n’est pas géné- 
rale : certains staphylocoques y sont sensibles, d’autres pas. 

On pouvait se demander si cette insensibilité est un carac- 
tére propre a certaines souches ou si elle résulte d’un phé- 
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noméne d’adaptation. En d’autres termes, une souche sensible 
entrainée a se développer en bouillon-sérum de cheval peut- 
elle acquérir la propriété de fabriquer 1’hémolysine en pré- 
sence de ce sérum ? 

Ensemencons le staphylocoque Presbourg d’une part en 
bouillon contenant 10 p. 100 de sérum de cheval, d’autre 
part en bouillon simple. Aprés 20 passages journaliers dans 
chaque série, titrons le pouvoir hémolytique de la souche 
adaptée au sérum et de la souche origine, d’une part 
en bouillon, d’autre part en bouillon-sérum de cheval. 


SOUCHE SOUCHE 
accoutumée accoutumée 
bouillon simple bouillon + 8.C. 


TEMOIN TEMOIN 
bouillon simple bouillon + 8.C. 


Souche Presbourg. 


4 cent. cube. . +++ — dial = 
ORC GI Ome Men Mono to ots _- 4+ 4 as 
Qe.c. 25.2... +44 — +4++o, = 
ONCE CME rsa, steete ste = Slartante — 
0 c.c. 05 ++ a diese = 
OF GRC O20 mee ictns — — = = 


On ne constate donc aucune accoutumance de la souche 
Presbourg au sérum de cheval : elle y reste toujours sensible, 
de méme qu/elle garde la propriété de produire I’ hémolysine 
en bouillon simple. Ces faits nous induisent & admettre que 
la sensibilité et Vinsensibilité au sérum de cheval résultent 
d’un caractére propre aux souches étudiées. 

Notons, toutefois, que si, au lieu d’opérer en milieu liquide, 
nous répétons nos expériences en cultivant les staphylocoques 
sur milieu solide (gélose + sérum de cheval), nous n’obser- 
vons aucune inhibition de la formation d’hémolysine. 

Enfin, l’hémoglobine incorporée a la gélose ne favorise pas 
la production de staphylohémolysine, ce qui concorde avec 
les résultats de l’expérience en milieu liquide (bouillon + Hb.). 


II. — DirrERENCE DE COMPORTEMENT DES SOUCHES PRESBOURG 
ET JEAN EN PRESENCE DE SERUM DE CHEVAL * SA CAUSE. 


Nous avons rappelé au début de ce travail que le sérum de 
cheval posséde, comme celui d’autres espdces animales, le 
pouvoir de neutraliser dans une certaine mesure la staphylo- 


; 
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toxine in vitro. Il importait de rechercher dans quelle mesure 
ce pouvoir s’exerce sur la staphylotoxine et la toxine-gélose 
des souches Presbourg et Jean. 

Si, toutes les conditions de l’expérience étant comparables, 
on ajoute 4 ces toxines des quantités variables de sérum de 
cheval, on constate que l’addition de sérum & raison de 
10 p. 100 neutralise complétement la staphylotoxine de la 
souche Presbourg. Ce pourcentage doit ¢tre dépassé, mais 
sans atteidre 20 p. 100 si l’on cherche a neutraliser la sta- 
phylotoxine de la souche Jean. 

Si donc, dans les staphylobouillons de la souche Presbourg 
contenant du sérum de cheval, nous ne trouvons aucune trace 
d’hémolysine, nous sommes fondé & croire que celle-ci a été 
neutralisée au fur et & mesure de sa production. Mais pour- 
quoi le sérum de cheval capable, nous l’avons vu, de neutra- 
liser la staphylotoxine Jean, semble-t-il inactif lorsqu’il est 
introduit dans le milieu de culture au moment de |’ensemen- 
cement > Nous souvenant que le pouvoir protéolytique des 
souches de staphylocoques est fort inégal, nous nous sommes 
demandé si ce phénoméne apparemment contradictoire ne 
résultait pas d’une action protéolytique particuliérement mar- 
quée de la souche Jean. L’expérience a confirmé cette maniére 
de voir. 

En effet, si on ensemence du staphylocoque Jean ou du 
staphylocoque Presbourg sur du sérum de cheval coagulé, de 
maniére a obtenir quelques colonies bien séparées, on voit 
que les deux souches poussent avec une égale facilité sur ce 
milieu. Mais autour des colonies, le sérum se déprime trahis- 
sant la protéolyse exercée par les germes. Le phénoméne 
est particuliérement marqué dans le cas de la souche Jean, 
surtout si l’on ensemence par piqtre des culots de sérum 
coagulé : la cupule de liquéfaction formée par le staphy- 
locoque Jean est infiniment plus vaste que celle formée par 
le staphylocoque Presbourg. 

En somme, la différence est seulement quantitative ; aussi 
nous a-t-il paru nécessaire de suivre jour par jour la produc- 
tion de la toxine staphylococcique dans le bouillon simple, 
dans le bouillon-sérum de cheval et enfin dans un bouillon 
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auquel ce méme sérum est ajouté & des moments variables 
aprés l’ensemencement. 

Dans des matras contenant du bouillon Walbum introdui- 
sons d’une part du staphylocoque Jean et d’autre part du 
staphylocoque Presbourg. Dés la fin du premier jour de 
culture et jusqu’au sixiéme, prélevons chaque jour un échan- 
tillon et titrons-y l’hémolysine. Répétons la méme expérience, 
mais en utilisant cette fois du bouillon Walbum contenant 
20 p. 100 de sérum de cheval. Enfin, deux séries de 6 tubes 
de bouillon Walbum sont ensemencées, l’une de la souche 
Jean, l’autre de la souche Presbourg. On y ajoute le sérum 
de cheval dans la proportion de 20 p. 100 a des moments 
variables, savoir : au premier tube aprés un jour de culture, 
au deuxiéme tube aprés deux jours de culture et ainsi de 
suite jusqu’au sixiéme jour. Le pouvoir hémolytique de ces 
différents staphylobouillons est mesuré le septiéme, jour. 

Dans ces conditions : la souche Presbourg produit en 
bouillon Walbum simple une quantité d’hémolysine qui va 
croissant jusqu’au quatriéme jour. A ce moment, le titre 
maximum est atteint. Si le milieu contient du sérum de 
cheval, ’hémolysine n’apparait jamais ; il en est de méme 
si on introduit le sérum de cheval dans le bouillon aprés un 
ou plusieurs jours de culture. Par contre la souche Jean, qui 
en bouillon simple produit sa toxine comme la souche Pres- 
bourg, se comporte de facon bien différente en présence de 
sérum de cheval : si celui-ci se trouve dans le milieu au 
moment de l’ensemencement, l’hémolysine apparait, mais 
alors qu'elle manifestait sa présence aprés vingt-quatre heures 
déja dans le bouillon simple, on ne pourra la retrouver 
qu’aprés quarante-huit heures dans le bouillon-sérum. Si, au 
contraire, le sérum est ajouté au bouillon au cours de L’incu- 
bation, la toxine n’y est jamais décelée. 

Les résultats de cette expérience peuvent, nous semble-t-il, 
s'interpréter de la maniére suivante 

La souche Jean produit de lhémolysine dés le premier 
jour ; si le milieu contient du sérum de cheval celui-ci inac- 
tive l’hémolysine produite. Mais en méme temps la souche 
Jean, dont le pouvoir protéolytique est. intense, attaque les 
protéines constitutives du sérum; dés le deuxiéme jour 
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celles-ci sont dégradées et dés lors l’hémolysine n’étant plus 
neutralisée augmente rapidement en concentration pour 
atteindre son titre maximum le quatriéme jour. Mais si nous 
introduisons le sérum de cheval dans le milieu aprés un jour 
de culture, la souche ne se trouve plus désormais en pleine 
activité : son pouvoir protéolytique s’atténue, elle laisse 
intactes ou presque les protéines du sérum qui dés lors neu- 
tralise l’hémolysine. La souche Presbourg, au contraire, 
n’altére que trés peu le sérum de cheval qui reste donc 
capable de neutraliser la staphylotoxine & mesure qu’elle est 
produite. L’activité protéolytique de certaines souches de 
staphylocoques serait donc responsable du comportement 
différent de ces souches en présence de sérum de cheval. 


Ill. — MECANISME DE L’ACTION ANTIHEMOLYTIQUE 
DU SERUM DE CHEVAL. 


Nous avons admis implicitement jusqu’ici que l’action anti- 
hémolytique du sérum de cheval était due 4 une neutralisa- 
tion de la toxine. On pourrait cependant se demander si le 
phénoméne n’est pas conditionné plutét par une action pro- 
tectrice du sérum pour les globules. Les expériences suivantes 
nous paraissent infirmer cette hypothése : 

1° A 10 cent. cubes d’une suspension & 5 p. 100 en eau physiolo- 
gique de globules rouges lavés ajoutons 2 cent. cubes de sérum de 
cheval. Aprés contact d’une heure, centrifugeons et lavons trois fois 
le culot a l’eau physiologique, puis remettons en suspension dans 
10 cent. cubes d’eau physiologique. 


Ces globules rouges-sérum de cheval n’ont pas montré 
en présence de staphylohémolysine une résistance supérieure 
a celle de globules rouges témoins, ce qui contredit la notion 
d’une fixation du sérum de cheval sur les globules rouges 
qui seraient de la sorte protégés contre l’activité lytique. 

2° A une quantité déterminée de toxine ajoutons une quantité de 


sérum de cheval suffisante pour constituer un mélange neutre au 
point de vue toxique, vis-a-vis d’une suspension de globules rouges 


a 5 p. 100. 


Si nous mettons en présence de ce mélange neutre des sus- 
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pensions de globules rouges de plus en plus riches, nous ne 
constatons jamais d’hémolyse quelle que soit la richesse en 
globules rouges. Si l’action antihémolytique du sérum de 


cheval était due a sa fixation sur les globules rouges, il vien- 


drait un moment ow la quantité de globules étant hors de 
proportion avec la dose de sérum en expérience, l’hémolyse 
devrait apparattre, une partie des érythrocytes n’étant plus 
protégée par le sérum. L’hypothése d’un effet protecteur par 
fixation du sérum sur les globules rouges nous parait donc a 
rejeter. 

Il semble donc bien que ce soit par action directe sur la 
toxine que le sérum de cheval empéche l’hémolyse. Nous 
n’excluons pas cependant la possibilité d’une action com- 
plexe : il se peut que certains constituants du sérum protégent 
les globules rouges (nous savons que c’est le cas de la choles- 
térine) et que d’autres se combinent a la toxine pour la rendre 


inactive. 
* 
* x 


Ajoutons, enfin, que le pouvoir antihémolytique du sérum 
de cheval présente un certain degré de thermostabilité : le 
sérum est dilué au 41/5 ou, mieux encore, au 4/10 en eau 
distillée pour éviter la coagulation et, aprés chauffage, il est 
isotonisé au moyen d’une solution de chlorure de sodium 
a 30 p. 100. Sila été porté trente minutes & 65°, son pouvoir 
antihémolytique n’est pas altéré. Celui-ci diminue de 50 p. 100 
environ aprés chauffage & 70° pendant le méme temps et 


’ 


disparait aprés exposition a 75°. 


B. — La leucocidine. 


fn 1894, Van de Velde [44] signala que les staphylobouil- 
lons filtrés possédent la propriété de lyser les globules blancs 
de plusieurs espéces animales et particuligrement ceux du 
lapin. 

Plus tard, il démontra également l’existence d’une anti- 
Jeucocidine dans les sérums de ’homme et du cheval [42]. 


Nous nous sommes demandé si le sérum de cheval exercait 
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sur la production de la leucocidine des effets comparables a 
ceux qu il exerce sur la production d’hémolysine. 

D’aprés Neisser et Wechsberg [43], la leucocidine apparait 
en bouillon ordinaire vers le quatriéme jour, atteint son 
maximum d’activité en une semaine et disparait graduelle- 
ment dans la suite. En réalité, ce sont les mémes staphylo- 
bouillons qui nous ont servi pour étudier l’action sur les Jeu- 
cocytes et celle sur les hématies. 


La suspension de globules blancs est préparée de la facon 
suivante : 


On injecte dans la plévre d’un lapin normal 20 cent. cubes de 
bouillon stérile, amené a la température de 37°. Aprés neuf heures, 
on recueille l’exsudat qui s’est formé et on y ajoute 2 cent. cubes 
d’une solution de citrate de soude 4 10 p. 100. On centrifuge, on lave 
plusieurs fois, puis on fait une suspension en liquide de Ringer de 
telle maniére que la richesse de l’émulsion soit le 1/4 de celle de 
l’exsudat pleural. 


Pour observer la lyse des globules blancs par la staphylo- 
toxine nous n’avons pas utilisé la méthode de réduction du 
bleu de méthyléne, employée par Neisser et Wechsberg [13] 
et par Gross [14], a cause de lirrégularité des résultats 
obtenus. 

Nous lui avons préléré la méthode microscopique décrite 
par Gengou [45]. 


On laisse agir pendant une heure et demie a ]’étuve 4 37° des quan- 
tités décroissantes de staphylotoxine sur une quantité fixe de la suspen- 
sion de globules blancs, soit 1 cent. cube. On examine ensuite au 
microscope, sans coloration, une goutte des diverses suspensions dis- 
posée entre lame et lamelle. 


Plusieurs aspects peuvent étre retrouvés : si les globules 
ne sont pas lysés, ils se présentent sous forme de corps irré- 
guliérement arrondis, dont le contour est sans cesse modifié 
par l’émission et la rétraction de pseudopodes ; leur cyto- 
plasme est uniformément granuleux. S’ils ont été lysés, leur 
destruction peut se manifester par deux aspects différents 
correspondant a des degrés plus ou moins avancés de lyse 
ou bien les granulations sont réunies en amas & un pdle du 
globule et c’est la premiére étape de la lyse, ou bien le leuco- 
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cyte se présente comme une vésicule réguli¢rement sphérique, 
ne contenant plus de granulations, avec um noyau excen- 
trique, cette image indiquant un état d’altération jplus 
avancée. 

Nous avons donc, comme nous l’avions fait pour I’hémo- 
lysine, étudié la production de la leucocidine par les souches 
Presbourg et Jean, en bouillon Walbum et dans ce méme 
bouillon contenant 10 p. 100 de sérum de cheval, en recher- 
chant le pouvoir Jeucolytigue dans ces conditions. 

Les résultats sont superposables 4 ceux que nous avons 
rapportés dans la premiére partie du travail : la souche Pres- 
bourg ne produit pas de leucocidine dans les bouilons conte- 
nant du sérum de cheval ; la souche Jean, au contraire, 
malgré la présence ‘de sérum de cheval produit towjours ‘une 
staphyloleucocidine active. 

D’autre part, mélangé a une staphylotoxine reconnue leuco- 
lytique dans la proportion de 1 4 5, le sérum de cheval entrave 
la lyse des globules blancs, qu’il s’agisse de la toxine de la 
souche Presbourg ou de celle de la souche Jean. 

Rappelons que nous avons de méme observé la neutralisa- 
tion des hémolysines Presbourg et Jean par Je sérum de 
cheval. 

On ‘peut encore étudier l’action leucolytique de la toxine 
staphylococcique d’une autre maniére : 


A de la gélose liquéfiée et ramenée A 45°, on incorpore 1 cent. cube 
d’une suspension concentrée de leucocytes de lapin, on mélange et on 
laisse coaguler en positon inclinée. On obtient ainsi une gélose opaque 
par suite de la présence de leucocytes. 


Si on ensemence en strie au moyen de diverses souches de 
staphylecoques, on ‘voit, aprés vingt-quatre heures de séjour 
a létuve, la gélose se clarifier & la limite de la culture qui est 
bientét bordée d'une zone claire ot la gélose a repris sa 
transparence normale et qui s’élargit Jes jours ‘suivants 
jusqu’aé atteindre 2.4 3 millimétres de largeur. 

Gependant, tous les staphylocoques, méme Jes producteurs 
de leucolysine en bouillon, ne sont pas utilisables pour 
l'6preuve sur milieu solide ; Jes souches Jean et L. P. qui 
se sont montrées trés actives dans ces conditions, ont été 


—_— 
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attilis6es pour iechercher J’action inhibitrice éventuelle du 
sérum de cheval incorporé a la gélose. Aucune différence ne 
fut constatée avec les témoins. Toutefois, il faut remarquer 
que ces deux souches produisent de la leucolysine.en bouillon 
Walbum + sérum de cheval. Aucune conclusion ne peut donc 
étre tirée de cette épreuve. Malheureusement, aucune des 
souches sensibles a J’action du sérum de cheval en bouillon 
ne ‘s'est montrée sulfisamment leucolytigue sur gélese pour 
tre utilisée dans cette expérience. 


C. — La cytolysine. 


Gengou [40] a démontré que la staphylotoxine active sur 
les globules rouges et blancs de lapin, est également capable 
de lyser les cellules parenchymateuses de divers organes de 
cet animal. 

Il prépare par broyage dans l’eau physiologique, des émul- 
sions de surrénale, de foie, de rein, de rate de lapin. I] imcor- 
pore quelques gouttes de ces émulsions a des ‘tubes de gélose 
de pH 7,2 additionnée de 25 p. 100 de sérum de lapin (2) : la 
gélose devient opaque. | 

Si l’on ensemence en strie du staphylocoque sur ce milieu, 
on peut voir, aprés vingt-quatre heures de culture a 1’étuve, 
la gélose s’éclaircir.autour de la strie. La clarification est plus 
ou moins marquée selon l’organe utilisé : c’est avec la surré- 
nale que le phénoméne nous a paru le plus manifeste et c’est 
pourguoi nous nous sommes limité a l’étude de la cytolyse 
de cette derniére. 


On broie une capsule surrénale de lapin dans 2 cent. cubes d’eau 
physiologique et on incorpore cette émulsion 4 la gélose, a raison de 
IH gouttes d’émulsion, d’une part dans un tube de gélose contenant 
1 cent. cube de sérum de lapin, d’autre part dans un tube de gélose 
contenant 1 cent. cube de sérum de ‘lapin et 1 cent. cube de sérum de 
cheval. 

On emsemence ensuite chacun de ces tubes au moyen de staphy- 
locoque étalé en strie. 


(2) Ia présence .de sérum de lapin rend la lyse beaucoup plus nette. 


68 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Nous n’avons pu utiliser les souches Jean et Presbourg 
dans cette expérience, leur pouvoir cytolytique étant nul. 
Par contre, les souches A. et L. P. se sont montrées trés 
actives & cet égard. Elles éclaircissent trés nettement la 
gélose ne contenant que de l’émulsion et du sérum de lapin, 
faisant apparaitre une zone transparente de 2 4 3 millimétres 
autour de la strie. Si la gélose contient en outre du sérum de 
cheval, les choses se passent différemment selon qu’il s’agit 
de la souche L. P. ou de la souche A. Cette derniére n’éclaircit 
plus la gélose-surrénale en présence de sérum de cheval, alors 
que l’activité de la souche L. P. ne parait pas influencée par 
celui-ci. Le sérum de cheval parait donc étre capable d’empé- 
cher certaines souches de lyser les cellules de surrénale de 
lapin, tandis qu’il est sans action sur d’autres. 

Quoigque nous ne disposions pas ici d’une expérimentation 
aussi importante, il semble que le sérum de cheval se com- 
porte vis-a-vis de la cytolysine comme & l’égard de l’hémoly- 
sine et de la leucocidine. En effet, la souche L. P. dont le 
pouvoir cytolytique n’est pas influencé par la présence de 
sérum de cheval, est capable de produire de ’hémolysine et de 
la leucocidine dans les bouillons contenant de ce sérum. La 
souche A, par contre, dont le pouvoir cytolytique ne se mani- 
feste plus sur gélose-sérum de cheval, est de celles qui en pré- 
sence de ce dernier ne produisent pas d’hémolysine ni de leu- 
cocidine en bouillon. 

On ne peut s’empécher d’étre frappé de la similitude 
d’action du sérum de cheval sur les différentes activités 
toxiques du staphylocoque. En effet, quelle que soit celle que 
lon envisage, on trouve des souches qui ne produisent pas la 
toxine en présence de sérum de cheval, et d’autres souches 
qui ne subissent pas l’influence de ce dernier. Nous avons 
vu que toutes les souches ne conviennent pas également pour 
l'étude de ces diverses activités toxiques, certaines possédant 
aun haut degré telle activité sont presque totalement dépour- 
vues de telle autre. Cependant, certaines souches possédent 
presque au méme degré les trois activités toxiques que nous 
avons étudiées. Dans ce cas, si, pour une souche donnée, le 
sérum de cheval est capable d’empécher l’apparition de 
P’hémolysine en bouillon, il empéchera également la souche 
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de produire de la leucocidine en bouillon et inhibera son 
pouvoir cytolytique sur gélose. De méme, mutatis mutandis, 
une souche qui produit de Vhémolysine malgré la présence 
de sérum de cheval dans le bouillon de culture, produira 
également de la leucocidine dans les mémes conditions, et 
son pouvoir cytolytique ne sera pas diminué sur gélose-sérum 
de cheval. 

Nous croyons que ce sont la des faits qui plaident en faveur 
de Vopinion suivant laquelle I’hémolysine, la leucocidine et 
la cytolysine staphylococciques seraient trois aspects diffé- 
rents d’une seule activité toxigéne. Celle-ci peut cependant, 
comme nous l’avons signalé, se manifester d’une maniére 
plus évidente sous l’un ou l'autre de ces aspects, suivant la 
souche considérée et suivant les milieux dans lesquels on 
opére. 


Discussion et conclusions. 


Nous avons repris l’étude du pouvoir inhibiteur du sérum 
de cheval sur l’élaboration de la toxine staphylococcique et 
de son pouvoir neutralisant sur cette méme staphylotoxine. 

Nous avons établi que si le sérum de cheval a le pouvoir 
d’empécher certaines souches de produire de la toxine en 
bouillon, d’autres souches conservent leur activité toxigene 
dans des milieux contenant des proportions trés élevées de 
sérum de cheval. La faculté de produire la toxine en présence 
de ce dernier n’est pas un caractére passager résultant d’une 
adaptation momentanée, elle semble appartenir en propre a la 
souche : nous n’avons pas pu en doter une souche qui ne la 
posséde pas, de méme que nous ne l’avons pas vue disparaitre, 
méme aprés des années de culture en milieu ne contenant 
pas de sérum. 

D’autre part, les toxines de toutes les souches que nous 
avons étudiées peuvent étre neutralisées in vilro par une 
quantité convenable de sérum de cheval, sans que l’on puisse 
faire de distinction, cette fois, entre les toxines produites par 
des souches sensibles a l’action du sérum et celles provenant 
des souches que ce dernier n’influence pas. 

Le sérum de cheval posséde-t-il deux propriétés distinctes : 


70’ ANNALES: DE L’INSTITUT PASTEUR 


celle d’empécher |’élaboration de la toxine et celle de neutra~ 
liser la toxine formée » S’il en est ainsi, nous devrons admettre 
que toutes les: toxines sont susceptibles d’étre neutralisées mats: 
que le pouvoir inhibiteur ne s’exerce que sur quelques-unes. 
d’entre elles. 

Nous croyons qu’il n’en est rien ; dans notre pensée, le 
sérum de cheval n’a qu’un seul mode d’action : il neutralise: 
la toxine produite par les germes. 

Si le sérum de cheval parait empécher certaines. souches de 
produire de la toxine en bouillon, c’est qu’ib la neutralise au 
fur et & mesure de sa producticn. 

D’autre part, nous avons: pu mettre en évidence que les 
souches qui séerétent leur toxine en présence de sérum de 
cheval, possedent un pouvoir protéolytique intense grace 
auquel elles dénaturent les protéines constitutives de ce sérum 
et lui enlévent son pouvoir antitoxique. Le sérum de cheval 
introduit dans le milieu de culture en méme temps que les: 
germes d’une telle souche fortement protéolytique est immé- 
diatement attaqué, dénaturé et rendu inactif, de telle sorte: 
que la toxine produite par cette souche demeure active. Tout 
au plus le délai d’apparition est-il prolongé du temps néces- 
saire & la destruction des protéines sériques. Ce pouvoir pro- 
téolytique n’est suffisamment intense que pendant la période: 
assez bréve de grande activité métabolique qui correspond 
a la phase du développement microbien. Ceci nous explique: 
pourquoi le sérum de cheval introduit dans le milieu de 
culture vingt-quatre heures aprés l’ensemencement empéche 
apparition de la toxine : il ne subit plus la protéolyse et 
neutralise par conséquent la toxine au fur et & mesure de sa 
production. 

Nous ne croyons pas qu’il faille retenir ’hypothése d’une- 
action protectrice exercée par le sérum sur les éléments 
lysables. 

Nous avons étudié longuement I’action du sérum de cheval 
sur l’activité hémolytique du staphylocoque et plus sommai- 
rement sur les activités leucolytique et cytolytique ; nous 
avons vu qu'il existe des souches sensibles et d’autres qui ne 
le sont pas. En outre, quand une souche posséde & la fois les 
trois activités toxiques que nous avons étudiées, elle se com- 
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porte vis-a-vis du sérum de cheval de facon identique quelle 
que soit l’activité envisagée : celle par exemple qui sécréte 
’hémolysine en présence de sérum de cheval produit de 
méme la leucocidine et la cytolysine dans les mémes condi- 
tions, argument, nous: semble-t-il, en faveur de l’hypothése 


xX 


qui attribue 4 une seule toxine les. diverses activités lytiques 
qu’exerce le staphylocoque. 

La thermostabilité relative du pouvoir antitoxique nous 
parait s’accorder assez mal avec l’hypothése d’une antitoxine 
naturelle présente dans le sérum de cheval : on sait en effet 
que les anticorps dits normaux sont considérés comme moins 
résistants. que les autres a l’action de la température. 
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ETUDES DE SYSTEMATIQUE BACTERIENNE 


IV. CRITIQUE DE LA CONCEPTION ACTUELLE 
DU GENRE CLOSTRID/UM 


par A.-R. PREVOT. 


Le genre Clostridium a été créé en 1880 par Prazmowski, 
qui l’a défini « batonnet gonflé en fuseau par la sporula- 
tion » (1). L’espéce-type de ce genre étant Clostridium 
butyricum, trois autres caractéres morphologiques étaient 
impliqués dans cette définition : mobilité, Gram-positif, spore 
centrale ou subterminale. C’est dans ce sens qu'il a été 
employé en 4883 par Zopf, pour la premiére fois dans un 
systéme englobant la totalité des bactéries alors connues ; il 
formait ainsi le sixiéme genre de la famille des Baclertaceae, 
s opposant & Bacillus, dont la spore ne gonfle pas le batonnet. 
Méconnu par Fligge et par Hueppe, il fut également ignoré 
par Sternberg, ainsi que par Lehmann et Neumann (1896), et 
il faut arriver & A. Fischer (4897) pour le voir réapparaitre, 
cette fois heureusement précisé : « mobilité, cils péritriches ». 
Ainsi redéfini, il constituait le onziéme genre de la famille des 
Bacillaceae, et & lui seul toute la sous-famille des Clostridieae 
qui s’opposait, d’une part A la sous-famille des Bacillae 
(batonnets sporulés ne gonflant pas a la sporulation), et, 
d’autre part, & la sous-famille des Plectridieae (bdtonnets a 
spores terminales), elle-méme ne renfermant que le genre 
Plectridium A. Fischer (mobiles, cils péritriches, espéce-type : 
P. tetani (Nicolaier) A. Fischer. 

I] est infiniment regrettable qu’on n’ait pas conservé cette 
classification claire, logique et solide de A. Fischer, toute 
dans la tradition des grands naturalistes qui avaient fait de 
de la Botanique et de la Zoologie des sciences si ordonnées. 


(1) Auparavant, Trécul avait utilisé l’expression de « spore clostri- 


dienne » pour les spores en fuseau, et avait appelé « Clostridies » les 
batonnets munis de ces spores. 
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Dés le début du xx® siécle, les bactériologistes, par ignorance 
de la nomenclature, absence totale de discipline scientifique, 
mépris des principes de la classification, vont plonger la 
Bactériologie dans un chaos inextricable et nous allons 
assister d’abord & la spoliation de ce beau genre Clostridium, 
puis & sa réapparition, mais si déformé, si bouleversé, qu’il 
en est devenu inutilisable. 

En 1900, Migula le supprime, et sa classification des 
batonnets sporulés en est par cela méme réduite 4 néant. 
Chester, Erwin Smith, Winslow, Orla-Jensen l’ignorent. tota- 
lement. Buchanan, en 1948, reconstitue la famille des Bacil- 
laceae et admet les genres Clostridium (anaérobies & spores 
centrales ou subterminales gonflant le bAtonnet) et Plec- 
tridium (anaérobies & spores terminales) s’opposant aux aéro- 
bies sporulés (Bacillus). Castellani et Chalmers n’admettent 
pas la subdivision des Eubactériales sporulées en genres dif- 
férents ; ils n’admettent que leur subdivision en deux groupes 
physiologiques : aérobies et anaérobies. C’est 1a l’origine des 
erreurs actuelles. 

Le Comité des. Bactériologistes américains (4920) a inscrit 
Clostridium parmi les genera conservanda, et dans le 
Bergey's manual, Clostridium réapparait, mais défini de la 
facon la plus inattendue et la plus contradictoire : « Anaé- 
robies ou microaérophiles, souvent parasites. Batonnets tré 
quemment gonflés a la sporulation, produisant les formes 
clostridies et plectridies. Espéce-type : C. butyricum Praz- 
mowski. » Dans la liste des 50 espéces groupées dans ce 
genre élargi, on voit figurer : des espéces 4 spores centrales 
et d’autres & spores terminales ; des espéces mobiles et 
d’autres immobiles ; enfin, des espéces Gram-positives et des 
espéces Gram-négatives. Cette nouvelle conception du genre 
Clostridium introduit dans sa définition deux caractéres phy- 
siologiques restrictifs : anaérobies et parasites ; par contre, 
elle 6tend la compréhension de ce genre aux plectridies, mor- 
phologiquement opposées aux clostridies ; enfin, elle exclut 
de ce genre des clostridies authentiques, du type C. myxo- 
genes Simola, et en élimine les espéces historiques type 
C. butyricum, non parasites. On voit qu’on a fait du genre 
Clostridium Vamas le plus hétéroclite de tous les anaérobies 


74 ANNALES: DE L’INSTITUT PASTEUR 


sporulés ; et si le verbe classer signifie toujours « mettre 
ensemble des objets qui se ressemblent », on est bien obligé 
de convenir que l’acte qui a ainsi réuni des étres si divers est. 
exactement l’opposé d’une classification. Si, au surplus, on 
songe que ces 50° espeéces ne représentent qu’une petite frac- 
tion des anaérobies sporulés connus, et une minime propor- 
tion des anaérobies sporulés encore inconnus, on en conclut. 
que la révision de ce genre est devenue nécessaire: et qu'il est 
désirable d’organiser la classification des anaérobies: sporulés: 
“est ce que nous allons tenter de faire ici. 

Les anaérobies sporulés qui, du fait de la redéfinition: du 
genre Clostridium par Bergey et alteri, devraient tous’ étre 
groupés dans ce genre, sont actuellement au nombre de 
132° espéces. Ces espéces se répartissent en deux grands 
groupes (renouvelés de A. Fischer), et qui, pour nous, sont 
des sous-ordres de l’ordre des Bacillales : 

1° Batonnets 4 spores centrales ou subterminales gonflant 
a la sporulation : Clostridiales (nv. subord.). 


2° Batonnets & spores terminales : Plectridiales (nv. 
subord.). 
Chacun de ces sous-ordres se divise en deux familles : 
A 
Closiridiales Gram-négatives. . . Endosporacex ny. fam. 
Clostridiales Gram-positives. . . Clostridiacew A. Fischer,.emend. 
B 
Plectridiales Gram-négatives. . . Terminospuracee nv. fam. 
Pleclridiales Gram-positives... . Plectridiacew A. Fischer, emend. 


Nous étudierons successivement chacune de ces quatre 
familles. 


A. — CLOSTRIDIALES 


I. — Enposporace® nov. fam. 


Définition : Batonnets sporulés, & spores centrales: ow sub- 
terminales gonflant la bactérie en fuseau, Gram-négatils. 


Cette famille se subdivise en deux genres, dont voici la. 
définition : 
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Premier genre : Batonnets droits ou légérement. infléchis, a 
spores centrales ou subterminales, Gram-négatifs, immobiles 
Paraplectrum A. Fischer. 


Deuxieme genre : Batonnets droits ou légérement infléchis, a 
spores centrales ou subterminales, Gram-négatifs, mobiles : Endo- 
sporus Nv. gen. 


Premier Genre : Paraplectrum A. Fischer. 


Ce genre comprend actuellement deux espéces, dont voici 
la diagnose : 


T° Batonnet court, immobile, 4 spores subterminales ; encapsulé dans 
les exsudats ; colonies rondes ; non protéolytique ; gélatine non liqué 
fiée ; lait non coagulé ; non glucidolytique ; pas d’indol ; pas de gaz ; 
pathogéne, Paraplectrum malenominatum (Jungano) nv. comb. 

2° Batonnet long et épais, immobile ; spore subterminale ovalaire ; 
colonie, ouatée ; gaz abondant ; gélatine liquifiée ; lait. coagulé ; gluci- 
dolytique ; indol; non pathogéne, Paraplectrum pappulum (de Gas- 
pari) nv. comb. 


Deuxiéme Genre : Endosporus nv. gen. 


Ce genre comprend actuellement onze espéces 
A. — Espéces non chromogeénes. 


1° Bétonnet de grande taille, 4 renflements sinueux ; mobile ; bispo- 
rulé ; colonies. arborescentes ; microaérophile ; gaz fétide; gélatine 
Nquifiée ; lait coagulé.; pathogéne : E. otricolare (Nacciarone) nv. comb. 

2° Filamenteux ; spore centrale ovalaire ; mobile ; anaérobie strict ; 
colonies rondes; gaz; gélatine liquifiée ; lait coagulé ; non patho- 
gene : Z. mucosus (Klein) nv. comb. 

38° Batonnet de taille moyenne, en chainettes ; mobile ; spore subter- 
minale en massue; anérobie strict; colonie lenticulaire ; odeur 
' fétide ; gaz; gélatine partiellement liquifiée ; lait coagulé ; non patho- 
gene : FE. fetidus (Weigmann) nv. comb. 


B. — Espéces chromogenes. 


a) Violettes : 

4° Batonnet trapu, mobile, 4 spore centrale ou subterminale en 
raquettes ; cils péritriches ; colonies arborescentes ; anaérobie strict ; 
indologéne ; gélatine non liquifiée ; lait coagulé ; glucidolytique ; pas 
de H2S ; gaz ; acides butyrique et propionique ; alcool éthylique ; non 
pathogéne : HZ. belfantii (Carbone et Venturelli) nv. comb. 

5° BAatonnet trapu ; mobile ; bisporulé ; cils péritriches ; gaz; pas 
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d’indol ; acides butyrique et propionique ; pas d’alcool : #. maggiorat 
(Carbone et Venturelli) nv. comb. 

b) Vertes : 

6° Batonnet mobile ; spore ovale ; cils péritriches ; colonies arbores- 
centes ; gaz; pas d’indol ; gélatine non liquifiée ; lait coagulé ; gluci- 
dolytique ; acides butyrique et acétique ; alcools éthylique, propylique 
et isobutylique ; non pathogéne : EF. lustigii (Carbone et Venturelli) 
nv. comb. 

7° Voisin du précédent ; indol ; teinte verte virant au rose : E. ofto- 
lenghii (Carbone et Venturelli) nv. comb. 

8° Voisin du précédent ; indol ; teinte verte virant au violet ou a 
lorangé ; acides acétique et butyrique : S. rossii (Carbone et Ventu- 
relli) nv. comb. 

9° Semblabe au précédent ; mince et incurvé ; spore invisible ; ther- 
morésistance ; teinte verte virant au brun ; pas d’indol ; E. selavoei 
(Carbone et Venturelli) nv. comb. 

10° Sembliable au précédent ; court ; une a deux spores subtermi- 
nales ; indol ; teinte verte virant au brun ; acides butyrique et propio- 
nique : LZ. pagliani (Carbone et Venturelli) nv. comb. 

c) Rose : 

11° Polymorphe ; long ; encapsulé ; spores centrales ; mobile ; réac- 
tions de la granulose et du glycogéne positives ; colonies lenticulaires ; 
gaz (odeur amylique) ; gélatine non liquéfiée ; lait coagulé ; glucido- 
lytique ; non pathogéne ; acétone et alcool amylique + acide acétique 
+ alcools propylique, isobutylique et butylique : H. venturelli (Tomasi) 
nv. comb. 


Il. — Ciosrriviace& (A. Fischer) emend. 


Définition : Batonnets sporulés a spores centrales ou subter- 
minales gonflant la bactérie en fuseau, Gram-positifs. 

Cette famille se subdivise en trois genres, dont voici la 
définition : 


Premier genre : Batonnet a spores centrales ou subterminales 
gonflant le corps microbien ; Gram-positif ; immobile ; sans cap- 
sule : Inflabilis, nv. gen. 

Deuxiéme genre : Batonnet a spores centrales ou subterminales 
gonflant le corps microbien ; Gram-positif ; immobile ; encap- 
sulé : Welchia Prévot 1983. 

Treisiéme genre : Batonnet a spores centrales ou subterminales 
gonflant le corps microbien ; Gram-positif ; mobile ; cils péri- 
triches : Clostridium Prazmowski 1880. 
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Premier Genre : Injflabilis nov. gen. 


Ce genre comprend actuellement dix espéces, dont voici 
la diagnose : 
A. — Espéces gazogénes : 


a) Protidolytiques : 

1° Taille moyenne ; colonies lenticulaires ; gaz et odeur putride ; 
gélatine liquéfiée ; lait et blanc d’ceuf digérés ; pousse dans la bile ; 
glucose seul fermenté ; H,S + NH, + indol + phénol + acides buty- 
rique et acétique ; trés pathogéne : I. satellitis (Loris-Mélikov) nv. comb. 

2° Grande taille ; colonies arborescentes ; gélatine liquéfiée ; blanc 
d’ceuf et lait digérés; lipidolytique; glucidolytique; réduit les nitrates; 
H,S + NH, + indol; pigment gris; non pathogene : I. indolicus 
(Gratz et Vas) nv. comb. 

aa) Non protidolytiques : 

3° Trés grande taille ; colonies punctiformes ; gélatine non liquéfiée ; 
lait non coagulé ; pathogéne ; hémolytique : I. teras (Knorr) nv. comb. 

4° Grande taille ; colonies lenticulaires ; gélatine liquéfiée ; lait 
coagulé ; glucidolytique ; non fétide ; légérement pathogéne ; hémo- 
lytique : JI. sanguicole (Vaucher, Boéz, Lanzenberg et Kehlstadt) 
nv. dnm. 

5° Colonies lenticulaires ; gélatine non liquéfiée ; lait coagulé ; pepto- 
' lytique ; lipidolytique ; non indologéne ; glucidolytique ; non patho- 
gene : I. barati (Tissier) nv. dnm. 

6° Colonies lenticulaires ; gélatine liquéfiée ; lait partiellement 
coagulé ; glucose attaqué ; pas d’indol ; non pathogéne : J. plagarum 
(Adamson) nv. dnm. 


B. — Espéces non gazogeénes : 


b) Protidolytiques : 

7° Grande taille ; colonies plates; gélatine liquéfiée ; lait coagulé 
puis digéré ; glucidolytique ; non pathogéne : I. pseudo-perfringens 
(Adamson) ny. dnm. 

bb) Non protidolytiques : 

8° Grande taille ; colonies ouatées ; gélatine non liquéfiée ; lait non 
coagulé ; non pathogéne : I. magnus (Choukévitch) nv. comb. 

9° Grande taille ; colonies arborescentes ; gélatine non liquéfiée ; lait 
non coagulé ; pas d’indol ; non pathogéne : I. rectus (Choukévitch) 
nv. comb. 

10° BAatonnet large ; spores de trés grande taille ; colonies lenticu- 
laires ; gélatine non liquéfiée ; lait non coagulé ; pas d’indol ; patho- 
gene : I. megalosporus (Choukévitch) nv. comb. 


Deuxiéme Genre : Welchia Prévot 1933. 


1° L’espece-type de ce genre est caractérisée par : grande taille’; colo- 
nies lenticulaires ; gaz abondant; gélatine liquéfiée ; lait coagulé 
(caillot alvéolaire) ; glucidolytique, y compris glycérine et inuline ; 
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hémolytique ; trés pathogéne (phlegmon gazeux hypertoxique). Toxines 
spécifiques (dont hémolysine ‘trés active), antitoxine spécifique. 
cO, + H, + H,S + NH,; peu ou pas d’indol ; acides acétique et 
butyrique ; lipidolytique ; acroléine : W. /perfringens (Veillon et Zuber) 
nv. comb. 

2° Espéce trés voisine de la précédente, dont elle ne différe que par 
les caractéres suivants : liquéfie le sérum coagulé ;:coagule le milieu a 
loeuf ; ne fermente pas toujours glycérine ni inuline,; ne produit pas 
d’acroléine,; trés pathogéne (dysenterie des agneaux). Toxine et hémo- 
lysine spécifiques ayant une communauté antigénique avec la précé- 
dente ; antitoxine neutralisant’ les toxines de W. perfringens (lanti- 
toxine de W. perfringens ne neutrdlisant pas ses toxines). Neutralisa- 
tion croisée des hémolysines : W. agni (Dalling) nv. -comb. 

3° Variété de W. agni : liquéfie le sérum coagulé ; attaque le blanc 
d’ceuf ; glycérine fermentée avec production d’acroléine ; trés patho- 
gene (entérite toxique des moutons). Toxine non neutralisée par anti- 
toxine de W. perfringens, mais neutralisée par antitoxine de W. agni : 
var. :paludis (Mc Ewen) nv. comb. 

4° Variété de W. agni : blanc d’ceuf non attaqué ; glycérine fer- 
mentée, mais non linuline ; pathogéne pour les moutons (entérite 
toxique). Voxine active, thermostabile ; hémolysine : var. oviloxicus 
(Bennetts) nv. comb. ; 

5° Sous-variété de W. ovilozicus : toxine d’apparilion lente et ther- 
mostabile : var. wildsoni (Wildson) nv. comb. 

6° Variété de W. perfringens : coagulant lentement Je lait : var. 
egens (Stoddart) nv. comb. 

7° Variété de W. perfringens .: ne Jiquéfiant pas la gélatine ; .pas 
d’indol ; hémolysine apparait lentement ; pathogéne (dysenterie des 
poulets) var. zoodysenterie (Detre et Rohonyi) nv. comb. 


Troisiéme Genre : Clostridiwn Prazmowski 4880. 


Le nombre des espéces ou variétés comprises ‘dans ce genre 
est de 62 (60 anaérobies et 2 facultatives). Elles se répartis- 
sent trés naturellement en sous-groupes (sous-genres) :d’aprés 
leurs caractéres physiologiques (biochimiques) et patho- 
géniques. 


A. — SOUS-GENRES ‘NON ‘PATHOGENES : 

I. Faisant fermenter les glucides, en particulier l’amidon, avec 
formation d’acide butyrique comme produit ‘termmal principal 
sous-genre du Cl. butyricum. <a 

II. Faisant fermenter la cellulose : sous-genre du Cl. naviculum. 

III. Faisant fermenter Jes pectines : sous-genre du Cl. felsineus. 


B. — Sous-GENRES .PATHOGENES : 
IV. .Provoquant l’eedéme malin (rouge) ou le ¢harbon symp- 
tomatique : sous-genre du Cl. odematisanaligni. 
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V. 'Provoquant l’cedéme blane ou rosé -gélatineux : sous-genre 
du Cl. novyi. ' 

VI. Provoquant le ‘botulisme : sous-genre du Cl. ‘botulinum. 

VII. Protidolytique et putride, provoquant des gangrénes ou 
des lésions putrides et toxiques : sous-genre du ‘Cl. sporogenvs. 

VUI. Non protidolytiques ; plus ou moins pathogénes et pro- 
voquant des lésions sans caractére spécial : sous-genre du Cl. 
fallax. 

IX. Espéces ne rentrant dans aucun des :groupes précédents. 


Voici la liste des espéces de chacun de ces sous-genres, 
avec leur diagnose : 


Sous-Genre I (Clostridies butyriques). 


Définition : Batonnets droits ou infléchis & spore centrale 
ou subterminale clostridienne ; granulations iodophiles ; 
mobiles (cils péritriches) ; non protidolytiques ; non patho- 
génes ; produisant acides butyrique et acétique ; ou acétone 
et alcool butylique avec libération de CO, et H,. 

Les espéces proposées par les auteurs sont trés voisines les 
unes des autres et reliées entre elles par des variétés inter- 
médiaires. 


1° Espéce-type : colonies lenticulaires ou arborescentes ; gaz ; bouillon 
troublé, puis auto-agglutiné ; glucidolytique ; amylolytique ; non pro- 
tidolytique ; non cellulolytique ; gélatine non liquéfiée ; lait coagulé ; 
lactate de chaux fermenté ; rouge neutre viré ; non pathogéne ; acides 
butyrique ét acétique comme produits ‘terminaux principaux : Cl. buty- 
ricum (Pasteur) ‘Prazmowski 1880. 

2° Variété du précédent, n’attaquant ‘ni la cellulose, ni le lactate de 
chaux et produisant alcool éthylique, alcool amylique et acide ‘buty- 
rique : Cl. amylozyme (Perdrix) nv. comb. 

3° Variété n’attaquant ni la cellulose, ni le lactate de chaux, et pro- 
duisant acides butyrique, lactique, et CO, + H, : Cl. saccharobuty- 
ricum, Schattenfroh et Grassberger 1900. 

4° Variété produisant alcool butylique et isopropylique : Cl. ameri- 
canum, Pringsheim 1906. 

5° Capsule ‘sporale ‘triangulaire ; assimile l’azote de lair ; glucido- 
lytique ; n’attaquant pas le lactose ni le lactate de chaux, ni l’amidon ; 
produit acides acétique et butyrique, alcools ‘éthylique, propylique ‘et 
butylique + CO, + H, : ‘Cl. pasteurianum Winogradsky 1902. 

6° Existence de microoidies a cédté des formes iallongées.; colonies 
lenticulaires ; gélatine non liquéfiée ; ‘fixe l’azote de lair ; me forme 
pas de NH, ; fait fermenter le lactate de chaux ; produit alcools éthy- 
lique, sisobutylique, ,:propylique et isopropylique ; attaque l’amidon 
Gl. samylobacter A. M. \et Bredemann. 
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7° Gélatine liquéfiée ; lait coagulé ; caséine partiellement hydrolysée ; 
produit H,S ; glucidolytique ; amylolytique ; n’attaque pas la cellu- 
lose ; pas d’indol : Cl. acetonobutylicum Weizmann. 

8° Perd rapidement sa mobilité ; colonies arborescentes ; gélatine 
non liguéfiée ; lait coagulé ; glucidolytique ; amylolytique ; n’attaque 
pas la cellulose : Cl. iodophilum (Nanna Svartz). 

9° Colonies arborescentes ; gélatine non liquéfiée ; lait coagulé ; pas 
d’indol ; glucidolytique ; amylolytique ; n’attaque pas la cellulose ; 
utilise les acétates, propionates et butyrates : Cl. polyfermenticum 
Partansky et Henry 1935. 

10° Semblable au précédent, mais n’utilisant pas les propionates 
Cl. saccharophilicum Partansky et Henry. 

11° Semblable aux précédents, peptonisant Je lait : Cl. saccharo- 
petum Partansky et Henry. 

12° Semblable aux précédents, mais n’utilisant pas Jes sels d’acides 
acycliques : Cl. saccharopostulatum Partansky et Henry. 

13° Semblable aux précédents, colonies lenticulaires ; utilise les acé- 
tates et les propionates : Cl. sartagoformum Partansky et Henry. 


Sous-Genre II (ferments de la cellulose). 


Définition : Clostridium morphologiquement typique, avec 
granulations iodophiles, faisant fermenter la cellulose ; anaé- 
robies stricts ou facultatifs. 


1° Espéce anaérobie stricte. Colonies lenticulaires ; gaz; gélatine 
non liquéfiée ; glucidolytique ; amylolytique ; assimile l’azote de lair ; 
produit acide propionique + CO, + H, : Cl. naviculum (Wehmer) 
ny. comb. ‘ é 

2° Espéce anaérobie facultative ; spore clostridienne ; polyphage 
(pentoses, hexoses, polysaccharides) ; amylolitique et cellulolytique ; 
non protidolytique ; assimile l’azote minéral ; transforme la cellulose 
en cellobiose et glucose : Cl. myzogenes Simola 1981. 

3° Espéce voisine de la précédente ; cultures muqueuses ; pouvoir 
cellulolytique beaucoup plus faible ; perd son pouvoir cellulolytique en 
milieu minéral : Cl. mucosus Simola 1981. 


Sous-Genre II (erments de la pectine). 
ll existe trois espéces de Clostridium pectinolytique 


1° Taille moyenne ; granulations iodophiles + volutine ; ne pousse 
que dans les milieux a base végétale. Colonies floconneuses orangées ; 


gaz ; gélatine liquéfiée ; lait coagulé puis hydrolysé ; glucidolytique ; 
pectinolytique ; n’attaque pas la cellulose ; ne produit pas d’acide 
hutyrique : Cl. felsineum (Carbone et Tombolato), Bergey. 

2° Grande taille ; pas de granulations iodophiles ; colonies lenticu- 


Jaires jaunes ; gaz ; gélatine non liquéfiée ; glucidolytique ; pectinoly- 
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tique ; n’attaque pas la cellulose : Cl. haumanni (Soriano) nv. comb. 

3° Taille moyenne; granulose; gélatine liquéfiée; blanc d’ceuf 
attaqué ; colonies roses ; lait coagulé puis digéré ; glucidolytique (amy- 
lolytique) ; pectinolytique ; n’attaque pas la cellulose ; ne donne pas 
d’indol : Cl. roseum Mc Coy et Mc Clung 1935. 


Sous-Genre IV (agents de l’cedéme malin [rouge] 
et du charbon symptomatique). 


1° Taille moyenne ; forme filamenteuse ; colonies arborescentes ou 
en grenade; gaz; gélatine liquéfiée ; lait coagulé ; glucidolytique ; 
rouge neutre viré; pas de H,S ; hémolytique ; toxique ; pathogtne 
(edéme malin rouge), antitoxine spécifique : Cl. cedematis-maligni 
(Pasteur) Fligge. 

2° Taille moyenne ; colonies punctiformes ou lenticulaires ; gélatine 
liquéfiée ; bouillon troublé, puis autoagglutination ; lait coagulé ; giu- 
cidolytique ; traces d’indol ; hémolytique ; pathogéne (charbon symp- 
tomatique) : Cl. chauvoei (Arloing, Cornavin et Thomas) Holland. 

3° Formes larges et trapues ou filamenteuses ; colonies punctiformes 
ou ramifiées ; gaz ; gélatine liquéfiée ; lait coagulé ; rouge neutre viré ; 
H,S ; hémolytique ; pathogéne (charbon symptomatique du mouton 
de Sardaigne : Cl. sardiniensis (Altara) nv. dnm. 

4° Semblable au Cl. chauvoei ; colonies arborescentes ; gaz ; odeur 
fétide ; lait coagulé ; glucidolytique ; protidolytique ; indol ; scatol ; 
NH, ; pathogéne : Cl. balenae (Nielsen) nv. dnm. 

5° Polymorphe ; filamenteux ; colonies en coeur ou en grenade ; non 
protidolytique ; lait coagulé ; glucidolytique ; hémolytique ; pathogéne 
(cedéme malin) : Cl. tumefaciens (Wilson) nv. comb. 

6° Colonie lenticulaire, ou en coeur, ou en houppe ; gaz ; non pro- 
tidolytique ; coagule le lait; pas d’indol ; hémolytique ; glucidoly- 
tique ; pathogéne : Cl. multifermentans (Stoddard) nv. comb. 


Sous-Genre V (agents de l’cedéme malin blanc 
ou rosé gélatineux). 


1° Colonies arborescentes ; gaz; auto-agglutination en bouillon ; 
gélatine liquéfiée ; pathogéne : Cl. novyi (Novy) Bergey et alt. 

2° Espéce trés voisine, sinon identique a la précédente ; colonies 
arborescentes ; gaz ; auto-agglutination en bouillon ; gélatine liquéfiée ; 
lait coagulé ; odeur fétide ; protéines non attaquées ; pas d’indol, pas 
de H,S ; glucidolytique ; pathogéne (cedéme malin blanc ou rosé géla- 
tineux) ; toxine ; hémolysine ; antitoxine spécifique : Cl. oedematiens 
(Weinberg et Séguin) Bergey et alt. 

8° Colonies lenticulaires ou arborescentes ; culture en flocon ; odeur 
putride ; gaz; gélatine liquéfiée ; lait digéré ; glucidolytique ; patho- 
gene : Cl. bellonensis (Sacquépée) nv. comb. 

4° Colonies floconneuses ; bouillon troublé; gaz; lait coagulé ; 
caséine attaquée ; gélatine liquéfiée ; H,S ; bouillie de cervelle noircie ; 
glucidolytique ; pathogéne : Cl. sarcemphysematodes (Conradi et Bie- 
ling) nv. comb. 
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5° Grande taille ; colonies arborescentes ; sérophile obligatoire ; lait. 
non coagulé ; gélatine liquéfiée ; glucidolytique ; pathogéne ; toxine 
Cl. gigas (Zeissler et Rassfeld) nv. comb. 

6° Colonies arborescentes ; caractéres culturaux non encore éludiés ; 
pathogéne (ostéomyélite du buffle) : Cl. bubalorum (Kraneveld) nv. 
comb. 

7° Colonies arborescentes ; bouillon troublé ; gélatine liquéfiée ; lait. 
coagulé ; glucidolytique ; indol ; toxine ; hémolytique ; pathogene = 
Cl. edematis-benigni (Ukil) nv. dénom. 

8° Colonies arborescentes ; bouillon troublé ; gaz ; gélatine liquéfiée ; 
lait coagulé ; non protéolytique ; glucidolytique ; toxine active ; patho- 
gene : Cl. toxinogenes (Kojima) nv. dénom. 

9° Colonies lenticulaires; gaz; cultures abondantes; gélatine 
liquéfiée ; lait digéré sans coagulation; blanc d’ceuf attaqué ; odeur 
fétide ; glucidolytique ; trés hémolytique ; pathogéne ; toxine 
Cl. hemolyticam Vawter et Record 1925. 


Sous-Genre VI (espéces provoquant. le botulisme). 


Ces espéces sont trés voisines les unes des autres et ne 
différent entre elles que par Ja structure antigénique de leur 
toxine. 


1° Colonies en disques. minces ; gaz ; gélatine liquéfiée ; lait coagulé 
puis digéré ; H,S ; pas d’indol; glucidolytique ; hémolysine ; neuro- 
toxine ; antiloxine spécifique ; agent du botulisme : Cl. botulinum A 
(vai Ermenghem) Holland. 

2° Moins protéolytique que A; toxine non neutralisée par l’anti- 
toxine A : Cl. botulinum B (Leuchs 1910) Dickson 1915. 

3° Colonies irréguliéres.; non protéolytique ; trés peu glucidoly- 
tique ; toxine non neutralisée par antitoxines A ni B : Cl. botulinum C 
Bengston 1922. 

4° Non protéolytique ; glucidolytique ; trés toxique ; non neutralisé 
par les antitoxines A, ni B, ni,C.: Cl. botulinum D Theiler 1927. 

5° Non protéolytique ni glucidolytique ; toxine non neutralisée par 
antitoxine A, ni B, ni D, mais. neutralisée par antitoxine C ; variété 
de C : Cl. parabotulinum Seddon, 1922. 

6° Variété de C agglutiné par le sérum de bceuf : Cl. parabotulinum 
bovis. 

7° Variété agglutinée par le sérum de cheval, mais neutralisée par 
aucune des antitoxines A, B, C et D : Cl. parabotulinum equi. 


Sous-Genre VII (protéolytiques pathogénes). 
A. — Espéces gazeuses et pulrides : 
1° Colonies ouatées et arborescentes ; gaz ; tres putride ; trés protéo- 


lytique ; digére’ gélatine, blanc d’eeuf, lait, sérum coagulé, viande ; 
lipolytique ; glucidolytique, traces d’indol; H,S; pigment noir - 
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toxine (peu hémolytique) ; pathogéne (gangréne gazeuse putride); anti- 
toxine spécifique : Cl. sporegenes (Metchnikoff) Bergey et alt. 

Variétés de Cl. sporogenes : 

a) Moins protéolytique (ne digére pas complétement la caséine) non 
pathogéne ; variété A (Metchnikoff). 

B) Plus grand que A; plus protéolytique que A (digére compléte- 
ment la caséine : variété B (Metchnikoff). 

y) Colonies lenticulaires : variété parasporogenes (Mc Intosh). 

5) Moins putride ; odeur aigrelette: : variété de A.-P. Marie. 

i) Non pathogéne ; variété équine (Choukévitch). 

¢) Spore en queue de poisson ; variété caudapiscis (Reddish et 
Sturges) nv. denom. 

¢) Forme des cristaux de tyrosine : variété tyrosinogenes (Hall). 

2° Spores en flabelle ; colonies ouatées. irréguliéres ; bouillon troublé 
puis auto-agglutiné ; gaz fétide ; gélatine liquéfiée (colonies vis- 
queuses) ; lait digéré ; protéolytique ; glucidolytique ; non pathogéne : 
Cl. flabelliferum Sturges et Reddish 1926. 

3° Court et large ; encapsulé ; colonie lenticulaire ; trés protéoly- 
tique (digére. gélatine, blane d’ceuf, viande).; glucidolytique ; H,S ; 
indol ; trés pathogéne (gangréne gazeuse putride) ; toxine trés active, 
non neutralisée par l’antitoxine antitsporogenes : Cl. saproloxicum 
(Sordelli et Soriano) nv. denom. 

4° Colonies lenticulaires ; gaz; odeur putride; gélatine liquéfiée ; 
lait coagulé ; caséine partiellement digérée ; blanc d’ceuf partiellement 
attaqué ; glucidolytique ; H,S; pathogene pour le lapin; toxine 
faible : Cl. gallit (Galli) nv. dénom. 

5° Colonies irréguliéres ; gaz putride ; trouble et zooglée visqueuse 
en bouillon ; odeur putride intense ; trés protéolytique (lait, gélatine, 
sérum, blanc dceuf digérés ; viande attaquée) ; glucidolytique ; rouge 
neutre viré ; pas d’indol ; trés pathogéne (gangréne gazeuse putride ; 
appendicite) ; toxine trés active, non neutralisée par antitoxines anti- 
edematiens et anti-sporogenes : Cl. sordellii (Sordelli) Hall et 
Scott 1927. 

6° Colonie irréguliére en aquéne : gaz putride ; bouillon troublé ; 
zooglées visqueuses ; protéolytique (gélatine, lait, blanc d’ceuf, sérum 
coagulé, digérés) ; glucidolytique ; non pathogéne en culture pure ; 
pathogéne en associatiom ; non hémolytique : Cl. bifermentans (Tissier 
et Martelly) Bergey 1923. 

7° Colonies lenticulaires ; gaz fétide ; protéolytique (gélatine, sérum 
digérés ; blanc d’ceuf attaqué ; lait digéré) ; glucidolytique ; traces 
d’indol ; faiblement pathogéne (cedéme gélatineux) ; pas de toxine ; 
pas d’hémolysine : Cl. aerofoetidum (Weinberg et Séguin) Bergey 
et alt. 

8° Eléments encapsulés ; colonies punctiformes ou neigeuses ; gaz ; 
trouble ; odeur fétide ; gélatine liquéfiée ; lait coagulé et digéré ; indol ; 
H,S ; pathogéne (péritonite) : Cl. ghoni (Ghon et Mucha) nv. dénom. 
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B. — Espéce gazeuse non putride : 


9° Colonies rondes et arborescentes ; gaz ; trouble ; lait coagulé, puis 
digéré ; rouge neutre viré ; gélatine liquéfiée ; glucidolytique ; patho- 
gene, toxine : Cl. milelmani (Mitelman) nv. dénom. 


C. — Espéce non gazeuse : 


10° Colonies irréguliéres, arborescentes; pas de gaz; bouillon 
troublé ; lait digéré ; gélatine liquéfiée ; muscle et fibrine crus digérés ; 
sérum coagulé digéré; H,S;  glucidolytique (fermentation non 
gazeuse) ; pathogéne ; myolytique in vivo ; toxine trés active ; non 
hémolytique ; antitoxine spécifique : Cl. hislolyticum (Weinberg et 
Séguin) Bergey. 


Sous-Genre VIII (espéces non protidolytiques, 
peu pathogénes). 


1° Encapsulé ; colonies lenticulaires ; gaz; gélatine non liquéfiée ; 
lait coagulé ; glucidolytique ; non protidolytique ; pathogéne ; toxine 
spécifique non hémolytique : Cl. fallax (Weinberg et Séguin) Bergey. 

2° Non encapsulé ; colonies irrégulitres avec prolongements arbo- 
rescents ; gélatine non liquéfiée ; lait non coagulé; pathogéne 
Cl. septimum (von Hibler) nv. dénom. 

3° Trés polymorphe ; encapsulé ; microaérophile ; colonies diffuses ; 
gaz et odeur fécaloides ; gélatine liquéfiée ; lait coagulé ; pathogéne 
(nécrose) : Cl. necrosans (Schupfer) nv. comb. 

4° Colonies plates, discoides ; gaz ; lait non coagulé ; glucidolytique ; 
pathogéne ; toxine : Cl. difficilis (Hall et O’Toole) nv. comb. 


IX. — Autres espéces clostridiennes 
ne rentrant pas dans les groupes précédents. 


A. — Espéces non chromogeénes : 


a) Gazogénes : 

le Colonies en étoiles ; gélatine liquéfiée ; lait coagulé ; fibrine 
digérée ; odeur putride (H,S ; indol ; scatol) ; non pathogéne : Cl. car- 
nofetidum (Salus) Mc Crudden. 

2° Colonies granuleuses ; zooglées visqueuses en bouillon ; odeur 
fétide ; gélatine liquéfiée ; lait coagulé, puis digéré ; sérum coaguleé 
digéré ; H,S; acide caproique; non pathogéne : Ci. caprotcum 
(Rodella) nv. dénom. 

3° Colonies ouatées ; gélatine liquéfiée ; lait digéré ; sérum coagulé 
digéré ; non pathogéne ; acide valérianique : Cl. valerianicum (Rodella) 
nv dénom. 
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4° Colonies lenticulaires ; lait non coagulé ; glucidolytique ; indol ; 
non pathogéne : Cl. laclopropylbutylicum (Tissier et Gasching) 
nv. comb. 

5° Colonies circulaires ou irréguliéres ; non protéolytique ; lait aci- 
difié ; gélatine non liquéfiée ; glucidolytique ; non pathogéne : Cl. 
innominatum (Adamson) ny. dénom. ’ 

aa) Non gazogénes : 

6° Colonies ramifiées ; gélatine non liquéfiée ; lait non coagulé ; non 
pathogéne ; attaque l’urée : Cl. ureolyticum (Geilinger) nv. dénom. 

7° Colonies lenticulaires ; lait non coagulé ; gélatine non liquéfiée ; 
glucidolytique ; non pathogéne : Cl. irregularis (Choukévitch) nv. comb. 

8° Colonies plates ; lait coagulé ; gélatine liquéfiée ; glucidolytique ; 
non pathogéne : Cl. pruchi (Conn ; Esten et Stocking) Bergey et alt. 


B. — Espéces chromogénes : 


9° Colonies rouges ; pas de gaz ; gélatine liquéfiée ; non pathogéne : 
Cl. rubellum (Okada) nv. comb. 

10° Colonies lenticulaires, rouges ; gaz; odeur fécaloide ; gélatine 
liquéfiée ; lait coagulé ; glucidolytique ; peu pathogéne : Cl. chromo- 
genes (Ghon et Mucha) nv. dénom. 

11° Colonies lenticulaires de coloration légérement rosée ; gélatine 
liquéfiée ; produit du paracrésol : Cl. cresologenes (Rhem) nv. comb. 

12° Colonies lenticulaires grisdtres ; gaz; pas d’odeur ; non proti- 
dolytique ; lait coagulé ; glucidolytique ; non pathogéne : Cl. partum 
(Levens) nv. dénom. 

13° Thermophile ; colonies noires ; pas de gaz ; gélatine non liqué- 
fiée ; H,S ; non glucidolytique ; non pathogéne : Cl. nigrificans Werk- 
mann et Veaver 1927. 


B. — PLECTRIDIALES 
Définition : Batonnets & spores terminales. 


Premiére Famille : TERMINOSPORACEZ nov. fam. 
(Plectridiales Gram-négatives). 


Cette famille se subdivise en deux genres, dont voici les 
définitions 


1° Batonnets a spores terminales, Gram-négatifs, mobiles (cils 
péritriches) : Terminosporus nov. gen. baa . 
2° Batonnets a spores terminales, Gram-négatifs, immobiles 


Caduceus nov. gen. 
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Premier Genre : Terminosporus nov. gen. 
Ce genre comprend actuellement quatre espéces : 


1° Gélatine non liquéfiée ; non protidolytique ; glucidolytique ; pas 
de gaz; non pathogéne : T. raabi (Raab) nv. dénom. 

2° Spores rondes ; colonies lenticulaires ; gaz; lait coagulé ; gluci- 
dolytique ; non pathogéne ; T. thermosaccharolyticus (Mc Clung) 
nv. comb. 

3° Spores ovales ; non glucidolytique ; gaz ; H,S ; fermente la cellu- 
lose : T. cellulosam fermentans (Verner) nv. comb. 

4° Thermophile ; gaz ; lait coagulé ; H,S ; glucidolytique ; fermente 
la cellulose : T. thermocellus (Viljoen ; Fred ; Paterson) nv. comb. 


Deuxiéme Genre : Caduceus nov. gen. 
Ce genre comprend iactuellement six especes : 


1° Spores ovales ; colonies rondes ; gaz; gélatine non liquéfiée ; non 
protidolytique ; glucidolytique ; amylolytique ; non pathogéne, ther- 
mophile : Cad. thermoaerogenes (Damon et Feirer) nv. comb. 

2° ‘Colonies rondes, nébuleuses ; gaz abondant ; gélatine liquéfiée ; 
lait coagulé, puis digéré ; protides digérés ; glucidolytique ; non patho- 
gene : Cad. thermophilus o (R. Veillon) nv. comb. 

3° Spores sphériques ; n’attaque que la cellulose ; gaz ; non patho- 
gene : Cad. cellulose hydrogenicus (Omeliansky) nv. comb. 

4° Variété du précédent ; spore sphérique ; n’attaque que la cellu- 
lose ; gaz; non pathogéne : var. cellulose methanicus (Oméliansky) 
nv. comb. 

5° Spores ovales ; n’attaque que la cellulose ; gaz; pigment jau- 
natre : Cad. cellulose dissolvens (Khouvine) nv. comb. 

6° Spores rondes ; fermente Ja cellulose et certains glucides sauf le 
glucose ; gaz : Cad. cellulosoluens (Cowles et Rettger) nv. comb. 


Deuxiéme Famille : Puecrrinvtacez A. Fischer emend. 
(Plectridiales ‘Gram-positives). 


Cette famille se subdivise en deux genres, dont voici les 
définitions : 


1° Batonnets a spores terminales ; :Gram-positifs; mobiles 
(cils péritriches) : Plectridiwum Fischer 1895. 

2° Batonnets a spores terminales ; Gram-positifs ; immobiles : 
Palmula nov. gen. 
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Premier Genre : Plectridium A. Fischer 1895. 
A. — Espéces gazeuses : 


1° Spores sphériques quand elles sont libres ; colonies ouatées ; gaz ; 
bouillon troublé ; odeur désagréable ; gélatine liquéfiée ; sérum coagulé 
non attaqué ; lait non modifié (exceptionnellement coagulé) ; non pro- 
tidolytique ; glucidolytique ; indologéne ; H,S ; toxine spécifique pro- 
voquant le tétanos: hémolysine ; antitoxine spécifique: Pl. tetani 
(Nicolaier) Fischer 1895. 

2° Spores ovales ; colonies arborescentes ; bouillon troublé ; gaz ; 
lait mon modifié; non protéolytique ; gélatine non liquéfiée ; pas 
‘d’odeur ; glucidolytique ; pathogéne (cedéme séro-hémorragique : Pl. 
carnis (Klein) nv. comb. 

3° Spores ovales ; colonies lenticulaires, puis floconneuses ; gaz ; 
microaérophile ; non protéolytique ; gélatine non liquéfiée ; Jait non 
aattaqué ; glucidolytique ; pathogéne ; hémolytique (cedéme hémorra- 
gique) toxine : Pl. sextum (von Hibler) nv. dénom. 

4° Microaérophile ; colonies punctiformes; gélatine  liquéfiée ; 
bouillon troublé, puis formation de flocons ; gaz; lait coagulé ; H,S ; 
odeur putride ; pas d’indol ; glucidolytique ; pathogéne .; hémolytique 
(eedéme gazeux ‘hémorragique) ; toxine : Pl. hemolysans (Markoff) 
mv. comb. 

5° Spore ovalaire ; colonies lenticulaires, ou irréguliéres ; gaz ; géla- 
‘tine liquéfiée ; sérum digéré ; lait coagulé ; bouillon de cervelle ‘bruni ; 
HS; pas dindol; glucidolytique ; mon ‘hémolytique; pathogéne 
(cedéme sous-cutané) : Pl. capitovalis (Snyder et Hall) nv. comb. 

‘6° Spore ovalaire ; colonies lenticulaires ou sphériques ; gaz ; -géla- 
tine liquéfiée ; bouillon ‘troublé ; lait coagulé ; odeur butyrique ; putré- 
fiant ; non pathogénme : Pl. saprogenes (Salus) nv. comb. 

7° Spore ronde ; colonies lenticulaires ; gaz ; gélatine non liquéfiée ; 
trouble le bouillon ; coagule lentement le lait ; glucidolytique ; non 
pathogéne : Pl. gazogenes (Choukévitch) nv. comb. 

8° Spore ronde ; colonies arrondies ou lenticulaires ; gaz ; gélatine 
non liquéfiée ; trouble le bouillon ; H,S ; lait non coagulé (ou tardive- 
ment) ; glucidolytique; non pathogéne : Pl. fluxum  (Rodella) 
nv. dénom. 

9° Spores ovales ; colonies lenticulaires ou irréguliéres ; gélatine non 
liquéfiée ; bouillon troublé ; gaz; lait .coagulé ; non protéolytique ; 
glucidolytique ; hémolytique ; non pathogéne : Pl. tertium (Henry) 
‘av. dénom. 

10° Thermorésistance considérable ; colonies lenticulaires ; gélatine 
mon liquéfiée ; gaz; lait non coagulé ; mon protéolytique, glucidoly- 
tique : Pl. caloritolerans (Meyer et Lang) nv. dén. 

11° Spores rondes ; colonies irréguliéres ; gaz; gélatine liqué- 
fide ; non protéolytique ; lait non modifié ; glucidolytique ; non patho- 
gene : Pl. tetanomerphkum (Mc Intosh et Fildes) nv. comb. 

12° Spores ovales ; colonies irréguliéres ; gaz; bouillon trouble ; 
fétide ; non pathogéne : Pl. :pseudotetanicum (Lanz et Tavel) nv. comb. 
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13° Spores rondes ; colonies floconneuses ; gaz ; gélatine liquéfiée : 
bouillon troublé ; lait digéré; protidolytique ; H,S ; glucidolytique 
faible et inconstant ; pas d’indol ; non pathogéne en culture pure ; 
pathogéne en association : Pl. putrificum (Bienstock) nv. comb. 

14° Spores rondes ; colonies floconneuses ; gaz ; protidolytique ; géla- 
tine liquéfiée ; lait digéré ; glucidolytique ; non pathogéne : variété 
de Pl. putrificum : Pl. lentoputrescens (Hartsell et Rettger) nv. comb. 

15° Spores ovales ; colonies sphériques ; gélatine liquéfiée ; blanc 
d’ceuf lentement attaqué; lait digéré sans coagulation; glucidolytique; 
gaz ; non pathogene : Pl. ovalaris (Debono) nv. comb. 

16° Spores ovales ; colonies irréguliéres ; gaz; gélatine liquéfiée ; 
bouillon troublé ; lait digéré ; culture fétide ; protidolytique ; non 
pathogéne : Pl. cadaveris (Klein) nv. comb. 

17° Anaérobie facultatif ; spore ovale ; peu gazeux ; cellulolytique 
en anaérobiose ; glucidolytique ; lait coagulé ; gélatine non liquéfiée ; 
non protidolytique ; non pathogéne : Pl. cellulolyticum Pochon 1985. 


B. — Espéces non gazeuses : 


18° Spores ovales ; colonies floconneuses ; odeur non putride ; géla- 
tine non liquéfiée ; lait non modifié ; non protéolytique ; non gluci- 
dolytique ; pas d’indol ; H,S : Pl. cochlearium (Douglas, Fleming et 
Colebrock) nv. dén. 

19° Spores ovales ; gélatine non liquéfiée ; non protéolytique ; non 
glucidolytique ; lait précipité ; pas d’indol ; pathogéne : Pl. incertum 
(Mc Intosch) nv. dénom. 

20° Spores rondes ; colonies irréguliéres ; gélatine non liquéfiée ; lait 
coagulé ; non protéolytique ; glucidolytique : Pl. sphenoides (Douglas ; 
Fleming; Colebrock) nv. comb. 

21° Spores rondes ; colonies floconneuses et arborescentes ; gélatine 
non liquéfiée ; lait non coagulé ; non protéolytique ; glucidolytique ; 
non pathogéne : Pl. nonum (von Hibler) nv. dénom. 


Deuxiéme Genre : Palmula ny. gen. 
A. — Espéces gazeuses : 


1° Colonies punctiformes ; gaz; gélatine liquéfiée ; lait coagulé ; 
pas d’indol ; pathogéne : Palm. spermoides (Ninni) nv. comb. 

2° Spores de grande taille ; colonies dendritiques ; gaz; gélatine 
non liquéfiée ; lait non coagulé mais digéré ; glucidolytique, pas 
d@indol; non pathogéne : Palm. macrospora (Adamson et Cutler) 
ny. dénom. 

3° Microaérophile ; vit dans le foie du chien normal ; gaz ; protéoly- 
tique et glucidolytique ; non pathogéne : Palm. canina (Wolback et 
Saiki) nv. dénom. 

4° Colonies floconneuses ; gaz; gélatine liquéfiée; blanc d’ceuf 
digéré ; lait digéré ; glucose attaqué ; non pathogéne : Palm. filamen- 
tosa (Distaso) nv. comb. 

5° Colonies lenticulaires ; gaz; gélatine liquéfiée ; lait précipilé ; 
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indol ; glucidolytique ; non pathogéne : Palm. alcaligenes (Debono) 
nv. comb. 

6° Colonies irréguliéres ; glucidolytique ; acidophile ; thermophile ; 
réduit les nitrates ; non pathogéne : Palm. thermoacidophila (Damon 
et Feirer) nv. comb. 

7° Thermophile ; spore ovale ; colonies rondes ; gélatine non liqué- 
fie ; viande digérée ; gaz; glucidolytique ; réduit les nitrates ; pas 
d’indol ; H,S; non pathogéne : Palm. thermoputrifica (Damon et 
Feirer) nv. comb. 

8° Colonies rondes ; peu de gaz ; gélatine non liquéfiée ; lait acidifié ; 
non pathogéne : Palm. dubitata (Rodella) nv. dénom. 


B. — Espéces non gazeuses : 


9° Gélatine non liquéfiée ; lait coagulé ; glucidolytique ; non patho- 
géne : Palm. innutrita (Kleinschmidt) nv. comb. 

10° Spores ovales ; colonies ramifiées ; gélatine liquéfiée ; caséine 
attaquée ; blanc d’ceuf digéré ; odeur de putréfaction ; non glucido- 
lytique ; non pathogéne : Palm. immobilis (Distaso) nv. comb. 

11° Spores rondes ; colonies punctiformes filamenteuses ; gélatine 
liquéfiée ; odeur de putréfaction ; lait digéré ; H,S ; glucose attaqué : 
Palm. putrefaciens (Mac Bryde) nv. comb. 


BACILLALES 


CLOSTRIDIALES 


ENDOSPORACE A. 


Paraplectrum. 
malenominatum, pappulum. 
Endosporus. 
otricolare, mucosus, foetidus, belfanlit, maggiorai, lustigti, oltolenghti, rossii, 
slavoei, paglianii, venturellii. 


CLOSTRIDIACE®. 


Inflabilis. 
satellitis, indolicus, teras, sanguicole, barati, plagarum, pseudo-perfringens, 
magnus, rectus, megalosporus. we 
perfringens, agni, paludis, ovitoxicus, wildsoni, egens, zoodysenteriz. 
Clostridium. 


butyricum, amylozyme, americanum, pasteurianum, amylobacter , acetono- 
butylicum, iodophilum, polyfermenticum, saccharophilicum, saccharopetum, 
saccharopostulatum, sartagoformum, naviculum, myxogenes, mucosus, felsi- 
neum, haumanni, edematis-maligni, chauvoei, sardiniensis, balaenx, tumefa- 
ciens, multifermentans, novyi, wdemaliens, bellonensis, sarcemphysematodes, 
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gigas, bubalorum, wdemalis-benigni, toxigenes, hemolyticum, botulinum A, B, 
C, D, parabotulinum (bovis, equi), sporogenes, parasporogenes, caudapiscis, 
flabelliferum, saprotoxicum, gallii, sordellii, bifermentans, aerofoctidum, 
ghoni, mitelmani, histolyticum, fallax, seplimum, necrosans, difficilis, carno 
fetidum, caproicum, valerianicum, lactopropylbutylicum, imnominalum, wreo- 
lylicum, irregularis, pruchi, rubellum, chromogenes, partum, nigrificans. 


PLECTRIDIALES 


‘TERMINOSPORACEJE. 


Terminosporus. 


raabi, thermosaccharolylicus, cellulosam-fermentans, thermocellus. 


Caduceus. 


thermoaerogenes, thermophilus «, cellulose hydrogenicus, cellulose melhanicus, 
cellulose dissolvens, cellulosolvens. 


PLECTRIDIACER, 


Pleclridium. 
telani, carnis, sextum, hemolysans, capitovalis, saprogenes, fluxum, tertium, 
calorilolerans, ltetanomorphum, pseudotetunicum, putrificum, lentopulrescens, 
ovalaris, cadaveris, cellulolyticum, cochlearium, incerlum, sphenoides, nonum. 


Palmula. 


spermoides, macrospora, canina, filamentosa, alcaligenes, thermoacidophila, 
thermoputrifica, innutrita, immobilis, putrefaciens. 


Conclusions. 


I. On groupe actuellement, 4 tort, sous le terme Clostri- 
dium, tous les anaérobies sporulés, c’est-a-dire des especes 
nombreuses qui ne présentent pas le degré de parenté requis 
pour faire partie d’un méme genre. La révision de ce genre 
s'impose donc. 

If. fl est nécessaire de rendre au genre Clostridium te sens 
précis que lui ont assigné Prazmowski d’abord, A. Fischer 
ensuite, Buchanan enfin. Cette nécessité entraine la réutili- 
sation du genre Plectridium A. Fischer pour les batonnets 
Gram-positifs, mobiles et & spores terminales, et la création 
de genres nouveaux et de familles nouvelles. 

fil. Nous divisons le sous-ordre des Clostridiales en deux 
familles : les Endosporacee (Gram-négatives) et les Clostri- 
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diacee (Gram-positives). Les Endosporacee comprennent 
deux genres : le genre ancien Paraplectrwm (immobile) et le 
genre nouveau Endosporus (mobile). Les Clostridiacee com- 
prennent trois genres : le genre ancien Clostridium (mobile), 
le genre Welchia (encapsulé) et le genre Injlabilis (immobile). 

IV. Nous divisons le sous-ordre des Plectridiales en deux 
familles : les Terminesporacee (Gram-négatives) et les Plec- 
iridiacee (Gram-positives). Les Terminosporacece compren- 
nent deux genres nouveaux : Terminosporus (mobile) et 
Caduceus (immobile). Les Plectridiacee comprennent |’ancien 
genre Plectridiwm (mobile) et le genre nouveau Palmula (im- 
mobile). 

V. Les bactéries ci-dessus classées constituent avec les 
Bacillaceew Fischer 1895 ordre des Bacillales (bAtonnets spo- 
rulés), s’opposant aux Bactériales (batonnets non sporulés). 
L’ensemble de ces conceptions se résume dans le tableau 
‘synoptique ci-joint. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE EXPERIMENTALE 
DE LA VACCINATION ANTIRABIQUE 


par H. JACOTOT, M. COLSON et G. LE ROUX. 


(Institut Pasteur de Nhatrang, Indo-Chine.) 


L’usage se répand depuis quelques années des vaccins anti- 
rabiques avirulents préparés par addition 4 des émulsions de 
virus fixe de certains antiseptiques parmi lesquels l’acide phé- 
nique et le formol sont les plus employés. 

Les techniques de préparation appliquées dans ‘les divers 
Instituts se ressemblent souvent beaucoup, mais parfois aussi 
différent notablement. 

Les essais comparatils, d’ailleurs peu nombreux, et les rele- 
vés statistiques ont conduit souvent & conclure que les émul- 
sions préparées par les divers procédés produisaient des effets 
équivalents ; cette notion mériterait d’étre précisée parce que, 
si elle se confirmait, il y aurait lieu de donner la préférence 
aux formules les plus simples. 

Nous exposerons ici un certain nombre d’expériences con- 
cues dans ce sens. 

Pour les compléter, et toujours dans un méme souci de sim- 
plification, nous nous sommes proposé, aprés d’autres, de com- 
parer les effets de la vaccination préventive en un temps a 
ceux Ce la vaccination préventive en deux temps ; en effet, 
dans la pratique de la vaccination préventive des chiens il 
serait important de savoir si, lorsque les circonstances s’op- 
posent & l’administration du vaccin en 2 fois & deux ou trois 
semaines d’intervalle, la vaccination en un temps, considérée 
comme moins efficiente, est néanmoins susceptible d’engendrer 


une assez forte résistance pour mériter qu’on Ja mette en 
oeuvre. 


ETUDE EXPERIMENTALE DE LA VACCINATION ANTIRABIQUE = 93 


Effets comparés des vaccins antirabiques préparés 
par addition de divers antiseptiques 
aux émulsions de virus fixe. 


A. — L&rs EMULSIONS VACCINALES SONT EMPLOYEES DANS LES 
SEMAINES QUI SUIVENT LEUR PREPARATION. 


PREMIERE EXPERIENCE. — 4 chiens ont été inoculés de rage & virus fixe 
par voie cérébrale ; on les sacrifie par saignée & blanc, ’ tour de role, 
lorsqu’ils sont complétement paralysés ; chaque fois on préléve les 
diverses parties de l’encéphale, on les divise au bistouri et on fait trois 
parts égales des fragments ; ces trois parts sont traitées respectivement 
selon l’une des formules suivantes ; finalement on réunira les quatre 
échantillons de chacune des formules. 

Vaccin HE. P. — On divise les fragments de matiére nerveuse en 
tranches de 3 millimétres d’épaisseur que l’on dispose sur un matelas 
de gaze dans des pots-bans qu’on remplit d’éther ; on place dans la 
glaciére 4 6°. 

Quatre jours aprés on reprend les fragments d’encéphale et, pour les 
débarrasser de l’éther qui les imprégne on les place pour une heure 
sous une cloche a vide. On les remet ensuite dans un flacon qu’on 
remplit d’un mélange ainsi composé. 


ISB, OMS GEMSC Ch Cayo NO 5 Se oo bps ia a Bl oye 1 partie. 
GUY. CETING smtorgieay aN seule. eee eye. Sets ules Spuisaeee- GA 1 partie. 
INGO MP LOML UC sytem oe ict, mito ems Wee Go dts. eke cys 1 p. 100 


On reporte dans la glaciére a 6°. 

Trois semaines aprés, on reprend les fragments de substance nerveuse 
et on les lave plusieurs fois pour les débarrasser de l’eau_ glycéro- 
phéniquée. On les broie au mortier ; a la pulpe on ajoute 9 parties 
d’eau physiologique phéniquée 4 1,4 p. 100 ; on passe sur gaze ; la 
préparation est terminée, on porte a la glaciére. 

Vaccin P. — Les fragments d’encéphale sont introduits dans un 
flacon & billes de verre ; on agite jusqu’é ce que le broyage soit parfait ; 
on émulsionne la pulpe dans 9 parties d’eau physiologique phéniquée a 
2 p. 100 ; on passe sur gaze ; on met a |’étuve a 37° pendant vingt- 
quatre heures ; la préparation est terminée, on conservera 1’émulsion 
dans la glaciére. ; 

Vaccin F. N. — Les fragments sont broyés dans un flacon a billes ; 
on émulsionne la pulpe dans 9 parties d’eau physiologique formolée 
4 6 p. 1.000 ; on passe sur gaze. ; on laisse au repos dans une armoire 
pendant cing jours (a 30°), la pulpe nerveuse se dépose, on retire alors 
l'eau formolée par siphonage et on la remplace par de l'eau physiolo- 
gique stérilisée. On conserve le vaccin ainsi préparé dans la glaciere. 


Il s’agit en définitive d’émulsions au 4/10 traitées ou par 
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l’éther et Vacide phénique (vaccin E.P.) ou par l’acide phé- 
nique seul (vaccin P.) ou par le formol (vaccin F. N.). 

Les ensemencements sur divers milieux et les inoculations 
au cobaye ont mrontré que ces vaccins étaient purs et ne conte- 
naient plus trace de virus rabique vivant. 


Essat DES EMULSIONS VACCINALES. 


On vaccine en deux temps a un mois d’intervalle. 

Chaque vaccin sera employé sur un ensemble de 412 cobayes ; 
de ces 12 cobayes, 4 recevront chaque fois 6 cent. cubes de 
vaccin en 2 points, sous la peau, 4 autres 3 cent. cubes en un 
point, les 4 derniers 0 c. c. 5. 

Notons en passant que, lors de la premiére vaccination, les 
cobayes qui recevaient 6 cent. cubes de vaccin phéniqué (E.P. 
ou P.) ont manifesté une douleur extrémement vive (plaintes, 
agitation, contractures, syncopes). 

Trois semaines aprés la deuxiéme vaccination, on inocule la 
rage des. rues & tous ces. animaux ; chacun recoit par voie 
musculaire, dans les masséters, & droite et A gauche, en tout 
1 centigramme de virus encéphale-cobaye. 

Les 8 témoins inoculés en méme temps mourront tous de 
rage dans la suite : 4, neuf jours aprés l’inoculation, 4, onze 
jours, 1, douze jours, 2 quatorze jours. 

Parmi les vaceinés qui succombent de rage, on compte 
3 cobayes qui ont recu du vaccin E.P., 3 qui ont recu du 
vaccin. P.. et 4 qui ont recu du vaccin F. N. 

Le tableau ci-dessous permet de situer ces cobayes, selon 
la dose de vaccin. 


42 vaccinés par groupe. Nombre de morts. 
DOSES 


elobales VAGCIN: E. Py VACCIN: P. vacemn’ FLN. 
en c.C. 
Oe OPE cr as, Aas ooo sual GY ag) » aE 
Rg hes ao 4 (14 j.) 4 (44 j.). 1 (41 j.). 
1,5 A (44 j.). 2 (16 j., 6 m.). 3 (14, 14, 29j.). 
WOUVAURS oc) a, 1S 3 4 


Ainsi le vaccin formolé s’est montré un peu moins actif que 
le vaccin phéniqué et le vaccin préparé par action de l’éther 


TUDE EXP ORIMENTALE DE LA VACCINATION ANTIRABIQUE — 9% 


Wabord, puis de Vacide phénique sur la pulpe virulente a 
produits des effets irréputiors. 


Divxiiun wxrinmncn, —- Aveo les encéphales de lapins employés au 
passage de virus fixe, on prépare trois émulsions composées de la méme 
fagon que les précédentes et, les ayant conservées & Ma glaciore, 4 6°, deux 
mois apres on Jes essaie sur des cobayes, 


8sAl DES HMULSIONS VACCINALES. 


On constitue trois groupes de 6 cobayes ; de chaque émul- 
sion on injecle aux animaux de l'un de ces groupes, 3 cent. 
cubes par jour et six jours de suite, 

Un mois aprés on éprouve ; chaque cobaye recoit, en deux 
points, dans les masséters, en tout, 1 centigramme de virus 
des rues encéphale-cobaye. 

Les & témoins inoculés de la méme maniére meurent de 
rage dans des délais variant de onze & dix-neul jours 


6 vaccinés par groupe. Nombre de morts. 
DOBES ae 
wlobales vaca EP. vaccin P, vaccin I. N. 
Cn G. 


LP gp x BIG, 14, 48 4,), 4 (Nh, 18, 18, Th j.). 2 (M1, 15% j. 


Le vaccin formolé s’est montré ici plus actif que les vaceins 
phéniqués ; a signaler que I’un des deux cobayes qui avaient 
6 vaccinés avec l’émulsion formolée et qui sont morts n’a 
présenté des troubles rabiques que cing, mois aprés !’inocula- 
tion d’épreuve. 


Troissime uxpinimnce. — 1° On préleve l’encéphale d'un cheval qui a 
été inoculé antérieurement par injectiom intracérébrale de virus fixe et 
qu’on a sacrifié completement paralysé. 

On, broie la matiere nerveuse et on en fait deux parts avee lesquelles 
om prépare une émulsion P (phéniquée) et une émulsion I’, N. (formolée), 
selon Jes techniques indiguées précédemment. 

2° On prépare de Ja méme fagon, un vaccin, phéniqué et un vaccin 
formolé avec l’encéphale d’un veau inoculé de rage 4 virus. fixe eb 
sacrifié dans les mémes conditions gue le cheval précédent. 
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EssAIl DES EMULSIONS VACCINALES. 


Chacun des vaccins sera employé sur une série de 6 cobayes 
dont 2 recevront, en une seule vaccination, 12 cent. cubes de 
vaccin en 4 points, 2 autres 6 cent. cubes en 2 points et les 
2 derniers 3 cent. cubes en 4 point. 

Dix-huit jours aprés, on éprouve tous ces animaux par ino- 
culation intramusculaire de virus des rues ; chacun d’eux 
recoit 4 centigramme d’encéphale de cobaye dans les massé- 
ters en deux points. 

Les 3 témoins meurent aprés douze, quatorze et dix-sept 
jours. 

Le tableau suivant résume les résultats enregistrés dans les 
2 groupes de vaccinés 


6 cobayes par groupe. Nombre de morts. 


DOSES VACCIN CHEVAL VACCIN VEAU 
globales ae a = 
en C.C. jee F.N. Pe F.N. 
AMER Ceo to ee Gis BIRT a ai (G PAs ei ABT (aia) » 
GaN Es trent PATE as es 8 fe) » AA aya) » 
Dilber ye etAs Pali Ts Sale|) GE alo WG Iesafaye TG lei); 
Motause | ea6 D 3 2 


Dans cette double expérience ot l’on a mis en ceuvre des 
émulsions d’encéphale de cheval et des émulsions d’encéphale 
de veau, le vaccin formolé a protégé un plus grand nombre de 
cobayes que le vaccin phéniqué. 


B. — LerEs EMULSIONS VACCINALES SONT EMPLOYEES 
LONGTEMPS APRES LEUR PREPARATION. 


PREMIERE EXPERIENCE. — On préléve les encéphales et les moelles 
épiniéres de 4 chiens qui ont été inoculés de rage-& virus fixe par 
injections intracérébrales. 

La mati¢re nerveuse est broyée au mortier ; on en fait quatre parts 
égales qui seront traitées selon l’une des techniques suivantes : 

Vaccin E. — La pulpe est placée dans un flacon ; on ajoute quatre 
parties d’éther pur, on ferme le flacon et on émulsionne en agitant ; 
on met a la température de 30°, 4 l’obscurité pendant une semaine ; on 
agitera imatin et soir. 
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Aprés quatre jours, on retire |’éther et on le remplace par neuf parties 
d’eau physiologique glycérinée A 5 p. 100. 

Vacein T. — La technique est la méme, mais au lieu de faire agir 
l’éther sur le virus, on fait agir le toluéne et l’on met l’émulsion dans 
l’étuve a 37°. 


Vaccin P. — La pulpe nerveuse est émulsionnée dans neuf parties 
? . . raae r x 

d’eau physiologique phéniquée 4 10 p. 1.000 ; on met a l’étuve 4 37°. 
Vaccin F. N. — On prépare une émulsion formolée selon la technique 


indiquée antérieurement. 


Ces préparations, une fois terminées, seront conservées dans 
une armoire a la température du milieu — de 25 a 30°. 


Essal DES EMULSIONS VACCINALES. 


Ces divers vaccins sont employés comparativement aprés 
dix-neuf mois de conservation ; chacun d’eux sert A vacciner 
12 cobayes ; on vaccine en 2 temps 4 un mois d’intervalle ; 
dans chaque groupe, 4 cobayes recoivent chaque fois 6 cent. 
cubes de vaccin, en 2 points, sous la peau, 4 autres 3 cent. 
cubes, en un point, 4 autres 1c. c. 3. 

Un mois aprés la deuxiéme vaccination on éprouve ; dans 
chaque série 2 sujets sur 4 recevront 2 milligrammes de virus 
des rues encéphale-lapin, par voie musculaire, en 2 points 
dans les masséters, et les 2 autres 2 centigrammes du méme 
virus par voie hypocermique en 2 points. 

On inocule 4 témoins par voie musculaire : 2 mourront de 
rage vingt-neul et trente jours aprés ; on inocule 4 témoins 
par voie hypodermique : 2 mourront de rage dix-huit et vingt 
et un jours aprés ; il est donc mort, en tout, 4 témoins sur 8. 

Le tableau suivant permet d’apprécier comparativement les 
effets de l’inoculation virulente dans chacun des groupes. de 


cobayes vaccinés. 


42 vaccinés par groupe. Nombre de morts. 


DOSES (ated 
alobales VACCIN E. VACCIN T. VACCIN P. vaccin F.N. 
g 

en ¢.C. 

‘ect eee Avo oi ems Aes. Ne Titles AL BEG » 

3 Behe. Se een on » A 1s mas As. c. » 

uladoh ty CSdiE ASD 21. m 2 ie M 1i.m.,4s. ¢. a i. m. 

Oval kame mo: 3 6 4 


i. m., & la suite de linoculation intramusculaire; s. c., 4 la suite de linocu- 


lation sous-cutanée. 
Annales de UInstitut Pasteur, t. 61, n° 1, 1938. 
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Ainsi seul le vaccin formolé avait conservé apres dix-neul 
mois un pouvoir immunigéne élevé ; le vaccin au toluene ne 
protégeait qu’un cobaye sur deux, le vaccin a |’éther et le 
vaccin & l’acide phénique avaient perdu toute leur activité ou 
presque. 

DeuxiimMe ExpiRtence. — On a employé, dans cette expérience, les 
encéphales de 4 chiens inoculés précédemment par voie cérébrale ; 
on en a fait deux émulsions vaccinales de la facon suivante: 

La substance nerveuse est réduite 4 l’état de pulpe fine par broyage 
au Latapie ; on émulsionne cette pulpe dans douze parties d’eau physio- 
logique formolée a 6 p. 1.000 ; on filtre sur gaze et répartit en flacons 
qu’on met en armoire froide 4 la température de 20° ; on agite trois 
fois par jour pendant trois jours, puis on laisse au repos ; 4 ce inoment, 
on divise les flacons en deux lots pour la suite des manipulations. 

Vaccin F. N. — Aprés une semaine, on retire le liquide qui a déposé 
sa pulpe nerveuse et on le remplace par de l’eau physiologique ; on 
met dans la glaciére a 6°. 

Vaccin F. A. — Aprés deux semaines, on siphone le liquide et on le 
remplace par de l’eau physiologique ; deux fois de suite encore, a 
quatre jours d’intervalle, on procéde de la méme fagon ; la derniére fois 
on remplace le liquide par de l’eau physiologique formolée 4 1 p. 1.000 ; 
on met dans Ja glaciére & 6°. 


En résumé, le vaccin F. A. a été lavé trois fois et, pour finir, 
on a reconstitué l’émulsion avec de l’eau physiologique for- 
molée a 1 p. 4.000 ; dans le vaccin F. N. on s’est contenté de 
substituer de l’eau physiologique pure a l’ean formolée ori- 
ginelle. 

Dans les essais de vaccination on a utilisé a titre compara- 
tif une émulsion d’encéphales de chiens préparée trois mois 
avant de la méme facon que le vaccin F. N. et conservée a la 
température de 30°. 


Essal DES EMULSIONS VACCINALES. 


Les vaccins F. A. et F. N. ont été employés deux ans aprés 
la préparation ; pour l’essai de chaque émulsion on a utilisé 
8 cobayes dont 2 ont recu deux fois de suite a trois semaines 
d’intervalle, 4 cent. cubes de vaccin, 2 autres 2 cent. cubes, 
2 autres, 1 cent. cube, les 2 derniers 0 c. c. 5. 

On éprouve un mois aprés la deuxiéme vaccination par ino- 
culation intramusculaire de virus des rues : chaque sujet recoit 
2 milligrammes de virus encéphale-cobaye, en deux points dans 
les masséters. 
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On inocule en méme temps 4 témoins ; ils meurent de rage 
en treize jours, treize jours, quatorze jours, et dix-huit jours. 


8 cobayes par groupe. Nombre de morts. 


Bonin vAccIN F.A. vaccin F.N,. VACCIN BLN. 
en ¢.c. de 2 ans de 2 ans de 3 mois 
4 Bees we! bea re. ee 4 (43 j » » 
2 D.  BP Eg POL Om eh Cy Ze 1 (20 » » 
1 iy ee eee ge re A (2A) 2 (39, 64 j.). A (2045) 
OR See AIAN a pera > LOH ae 2 (45, 24 j.). 
PROCAUIK aan, cement 3 3 3 


Kn résumé, quant aux résultats quantitatifs, les trois émul- 
sions se sont comportées de la méme facon ; mais ce sont les 
émulsions formolées de préparation simplifiée, qui ont pro- 
duit les effets les plus réguliers. 


TROISIEME EXPERIENCE. — On fait usage de deux Gmulsions formolées 
d’encéphales de chiens ; l’une a été préparée par lavages  successifs 
comme l’émulsion F. A. de l’expérience précédente, l’autre en différe en 
ce qu’elle n’a pas été reprise ; le formol y a été maintenu en totalité. 
Elles ont été conservées l’une et |’autre & la température du milieu 
(20 4a 30°) pendant quatorze mois. 


EssAI DES EMULSIONS VACCINALES. 


On vaccine en deux temps 4 un mois d’intervalle, 2 groupes 
de 10 lapins ; dans chaque groupe 3 lapins recoivent chaque 
fois 4 cent. cubes de vaccin, 3 autres 2 cent. cubes, 2, 4 cent. 
cube; et 2; Oc: c. 5. 

Un mois aprés la deuxiéme vaccination on éprouve : chaque 
animal recoit sous la peau, 1 centigramme de virus des rues 
encéphale-chien. 

Les 4 témoins d’épreuve meurent de rage en seize, vingt- 
cing, vingt-six et soixante-sept jours. 


40 lapins par groupe. Nombre de morts. 


DOSES 
J v J H 
elobales vaccIN F, A. vaccIn F, 
en ¢.C. 
Sih area reer aegis Jets. '2 te oe » » 
Ae ree 28. Bae, ae et vs » » 
Dh os ret fag ale ae oo ice (14 meurt avant l’épreuye). ( 


ay (Gl 
ates pele ta pdt tee fe fe 4 (52 j.). 14 
2 
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L’émulsion lavée plusieurs fois s’est donc montrée un peu 
plus active et plus réguliére dans ses effets que l’émulsion 
conservée brute. 


QuatriiMe ExPeRmENcE. —- On fait usage de deux émulsions formolées 
d’encéphales de chiens ; l’une a été reprise plusieurs fois, exactement 
comme le vaccin F.A. de l’expérience précédente, ]’autre n’a été reprise 
qu’une fois comme le vaccin F.N ; elles ont été conservées pendant un 
mois 4 une température voisine de 30° et pendant neuf mois 4 la tem- 
pérature de 6°. 


Essal DES EMULSOINS VACCINALES. 


On vaccine en deux temps, & un mois d’intervalle ; de chaque 
vaccin, chaque fois 6 cobayes recoivent 12 cent. cubes et, 
6 cobayes 3 cent. cubes. 

Trois semaines aprés la deuxiéme vaccination, on éprouve 
par inoculation intramusculaire de virus des rues : chaque 
sujet recoit 1 centigramme de virus encéphale-cobaye en deux 
points dans les masséters. 

On inocule en méme temps 3 témoins ; ils mourront de rage, 
respectivement onze jours, onze jours et douze jours aprés. 

Voici les résultats enregistrés chez les vaccinés. 


6 cobayes par groupe. Nombre de morts. 


DOSES 
elobales vaccin I. A. vaccIn F. N. 
enc. C. 
11 led ABs a ee bgp) PM Bae CE wes 4 (13 j.). 
Gioie- a ROsEN tS eens 2 (AA, 42 j.) 2 (43, 19 j.). 
SU GN RN UD.G4 Seer Ry Sach Gates ies. 5 3 


Ici encore, c'est le vaccin préparé de fagon simplifiée qui a 
produit les effets les plus réguliers, et aussi les plus marqués. 


Effets comparés des vaccins antirabiques selon qu’on vaccine 
en un ou deux temps. 


PREMIERE EXPERIENCE. — Les deux émulsions formolées dont il vient 
d’étre question ont servi 4 vacciner en un temps deux autres groupes 
de cobayes ; de chaque vaccin, 6 cobayes ont recu 24 cent. cubes et 
6 autres 6 cent. cubes quinze jours apres la premire vaccination de 
ceux qui avaient été vaccinés en deux temps. 
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On les a éprouvés en méme temps que ces derniers dans les condi- 
tions qui ont été précisées plus haut. 


6 cobayes par groupe. Nombre de morts. 


DOSES 
elobales VACCIN F. A. vaccin F. N. 
en c.c. 
A oa ARAM eg ane me Sleuth BIB Te SGP 41s asa 
Omar ieheny cpaiea> i ey ep copes BGR Aa): BS} (GI) UA) A aes 
ROUCNEN Caner are ae pene 5 ; 6 


Aprés vaccination en un temps, le vaccin F.A. a done pro- 
tégé 1 cobaye sur 6 comme aprés vaccination en deux temps ; 
le vaccin F.N. n’en a protégé aucun, tandis qu’il en protégeait 
3 sur 6 aprés vaccination en deux temps. 


DrEUXIEME EXPERIENCE. — On fait usage d’un vaccin formolé préparé 
comme le vaccin F. N. de l’expérience précédente, c’est-a-dire constitué 
par une émulsion au 1/10 formolée 4 6 p. 1.000 et reprise une fois seu- 
lement par l’eau physiologique pure. 

12 cobayes sont vaccinés en deux temps 4 trois semaines d’intervalle : 
4 recoivent chaque fois 6 cent. cubes de vaccin, 4 autres 3 cent. cubes, 
les 4 derniers 1 c.c. 5. 

12 autres cobayes sont vaccinés dans l’intervalle, en une fois ; 
4 recoivent 12 cent .cubes, 4 autres, 6 cent. cubes, les 4 derniers 3 cent. 
cubes de vaccin. 

Trois semaines aprés la deuxiéme vaccination des cobayes du premier 
groupe, on éprouve tous ces animaux par inoculation de virus des rues ; 
chacun d’eux recoit 1 centigramme de virus encéphale-cobaye dans les 
masséters, en deux points. 

On inocule en méme temps 8 cobayes non vaccinés qui tous mourront 
de rage de onze & dix-neuf jours aprés l’inoculation virulente. 


Les vaccinés se comportent comme suit : 


42 cobayes par groupe. Nombre de morts. 


DOSES VACCINATION VACCINATION 
gieuaice en 2 temps en 1 temps 
en €.C. 
ADMIRER sy ses cab eis! cal ele ar Us » veg j.). 
GEOR J isnlsiee for whieh: Zoe ey ny (GM aN 41 (44 j.). 
Shee eS) Sor gion ochre 3 (14, 14, 29 j.). ot (Sa) 
OLAS baienswebtel et @ Bebe To) = 4 3 


La vaccination en un temps a donc été ici un peu plus effi- 
cace mais moins réguliére que la vaccination en deux temps. 

TROISIEME EXPERIENCE. — On fait usage d’un vaccin constitué par 
une émulsion d’encéphales de chiens, émulsion au 1/4 en eau physio- 
logique formolée 4 6 p. 1.000. 
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Cette émulsion a été conservée brute & la température du 
milieu (25 & 30°) pendant seize mois ; au moment de l’emploi 
on ajoute de l’eau physiologique pour abaisser la teneur en 
pulpe nerveuse a 1 p. 40. 


EssaI DE L’ EMULSION VACCINALE. 


On prépare deux groupes de 10 cobayes ; les cobayes du 
premier groupe seront vaccinés en deux fois, 4 trois semaines 
d’intervalle, tandis que les autres seront vaccinés en une fois 
le jour ot l’on vaccinera les premiers pour la deuxiéme fois. 

Dans chaque groupe 3 cobayes recevront au total 2 cent. 
cubes de vaccin, 3 autres 1 cent. cube, 2 autres 0 c.c..5 et 
les 2 derniers 0 c. c. 2. 

Un mois aprés on éprouve une premiére fois : chaque ani- 
mal recoit 1 centigramme de virus des rues encéphale-chien, 
sous la peau, en deux points. | 

Tous les sujets résistent 4 l’inoculation ; mais, sur les 
4 témoins d’épreuve, 3 résistent également, un seul meurt 
vingt jours aprés l’inoculation. 

Sept mois plus tard on éprouve, pour la deuxiéme fois ; les 
20 vaccinés, les 3 témoins survivants et 4 nouveaux témoins 
recoivent chacun dans les masséters, en deux points, 1 centi- 
gramme de virus des rues encéphale-cobaye. 

Les 4 nouveaux témoins meurent de rage aprés onze ou 
douze jours, les 3 anciens témoins résistent et les vaccinés se 
comportent comme l’indique le tableau suivant. 


410 cobayes par groupe. Nombre de morts. 


VACCINATION EN 2 TEMPS VACCINATION EN 1 TEMPS 
DOSES eae ae OE ne 
elobales =, oe 
an Eu ; 4re Qe {re Qo 
epreuve epreuve épreuve épreuve 
OFF git MSRP Rien. 2 morls (12, 13, j.). Rien. Rien. 
Ue a sete Fits Rien. 3 morts (14, 12, 14].). Rien. 1 mort (12j.). 
0135 hasetetpoeyes 5 IVS si, Al inane (GIBy Tip Rien. 4 mort (45j.). 
UPS EAL «a 2 By Rien. A mort (15 j.). Rien. 1 mort (43}.). 
otawixe ene 0) 7 0 3 


Ainsi, semble-t-il, le virus de la premiére épreuve qui n’a 
entrainé de troubles chez aucun des vaccinés a impressionné 
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assez fortement un certain nombre d’entre eux, a engendré 
chez eux un degré d’immunité tel qu’ils ont pu résister ulté- 
rieurement & la deuxiéme épreuve mortelle pour les témoins ; 
mais l’action de ce virus de premiére épreuve n’a été décisive 
que sur 3 des 10 cobayes vaccinés en deux temps tandis qu’elle 
l’a 6té sur 7 des cobayes vaccinés en un temps ; on peut en 
induire que ces derniers étaient, au moment de la premiére 
inoculation de virus de rues, moins bien vaccinés que les 
premiers. 


Conclusions. 


Chez le cobaye, animal particuliérement sensible au virus 
de la rage des rues, les vaccins formolés se sont montrés supé- 
rieurs aux vaccins phéniqués dans 3 expériences sur 4; le 
vaccin obtenu par action sur le virus fixe de l’éther puis de 
Vacide phénique, n’a pas donné de meilleurs résultats que le 
vaccin phéniqué simple. 

Les émulsions formolées reprises une seule fois par l’eau 
physiologique pure possédent un pouvoir immunigéne particu- 
liérement élevé et leur stabilité dépasse celle des autres 
émulsions. 

La vaccination en deux temps produit des effets plus mar- 
qués ou plus réguliers que la vaccination en un temps, mais 
la différence des résultats n’est pas telle qu’il faille con- 
damner celle-ci lorsque les circonstances s’opposent a l’appli- 
cation de celle-la ; si, notamment, la vaccination préventive 
des chiens ne pouvait se faire en deux temps a trois semaines 
d’intervalle comme on le recommande 4 juste titre, il y aurait 
lieu d’employer la vaccination en un temps, sous réserve que 
la quantité globale de vaccin injecté ne soit pas inférieure 4 
celle que nécessiterait la vaccination en deux temps. 


SUR LA REPARTITION 
DU BORE 
DANS LES ORGANES DU LIS BLANC 


par Gasrien BERTRAND et Lazare SILBERSTEIN. 


Le réle global du bore est aujourd’hui évident, mais on n’a 
aucune idée du mécanisme de son action, on ne connait encore 
aucune fonction dont l’exercice dépende de sa présence. C’est 
dans l’espoir de faciliter les recherches dans cette direction 
particuliére que nous avons entrepris l’étude de la répartition 
du métalloide dans les organes d’une méme plante et, pour 
commencer, nous avons opéré sur le Lis blane (Lilium candt- 
dum L.). 

Le Lis appartient & une famille et & un embranchement de 
plantes (Liliacées, Monocotylédones) dont les espéces analysées 
antérieurement se sont montrées parmi les plus pauvres en 
bore [4]. Malgré la difficulté accrue des analyses qui pouvait 
résulter de cette circonstance, nous avons néanmoins choisi le 
Lis parce qu’il posséde des organes, méme floraux, relative- 
ment volumineux et que cet avantage nous a paru devoir com- 
penser largement les faibles teneurs en métalloide a doser. 

Nos expériences ont porté sur des échantillons de deux pro- 
venances : le jardin du laboratoire, 4 |’Institut Pasteur, et un 
terrain horticole de Ja banlieue parisienne. La récolte a été 
faite au moment de Ja floraison. 

On a recueilli, sur un méme individu du laboratoire, entre 
le 12 et le 20 juin, au moment ot elles commencaient a s’épa- 
nouir, 12 fleurs. Les diverses parties de chacune d’elles ont été 
séparées au fur et & mesure, pesées, séchées A l’étuve et de 
nouveau pesées. Ensuite, on a déraciné la plante avec soin, de 
fagon a ne pas briser les racines. La terre a été éliminée par 
lavage et l'on a procédé, comme pour les fleurs, A la sépara- 
tion des parties, puis 4 leur pesée a 1’état frais et A l’état sec. 
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Les chilfres suivants ont été obtenus : 


TasBLeau I, 

MATIERES MATIERES 
NOM DES ORGANES fraiches séches 

en grammes en grammes 
I RGKOUNEIS fies No ho Ail BIR -ag FA tan eee Rae 41,80 1,09 
Rulbe mse mie ee he 104,40 18,04 
iiger(moitiGanterteure) ast). ae. eae ee OOO 6,65 
LiGOMMOMTESSUpPSCLielire) yk vo aa sely eats 17,70 2,33 
Bewiwleshectyayccy wo cabs ate ewes a 6,410 0,94 
Pédoncules=tes3 "45 toi 3,98 0,44 
Perianthesm se tes ease heel 36,96 2,78 
A Vid ae ae 5 saheeee & 2,57 0,18 
Fleurs . (a ANUNCTCS eee, oo eae 3,07 0,77 
OVGITCS SS fy yeas tS 1,34 0,45 
BUStiSi tem. soe Sat Sipphayt ac 0,95 0,08 
Siyemales ean 0,67 0,07 


Aprés avoir déterminé, ainsi qu’il vient d’étre expliqué, les 
poids absolus et relatifs des divers organes de la plante, on a 
effectué les analyses. On a aussi analysé, dans les mémes con- 
ditions, les organes provenant des Lis des environs de Paris. 

La méthode de dosage du bore dont nous nous sommes servis 
a été Ja méthode microcolorimétrique utilisée dans les recher- 
ches précédentes. Les résultats fournis par cette étude analy- 
tique sont consignés dans le tableau II, placé plus loin. 

En combinant les chiffres contenus dans les deux tableaux, 
on calcule que la teneur en bore du pied de Lis cultivé dans 
le jardin du laboratoire, fleurs comprises, est de 4 milligr. 2 
par kilogramme de matiére séche, c’est-a-dire tout a fait 
comparable a celles du poireau (3 milligr. 1) et de l’oignon 
(4 milligr. 3), autres plantes de la méme famille, cultivées 
d’ailleurs dans le méme sol /4]. La teneur en bore des Lis 
trouvés dans le commerce parisien différe & peine de la précé- 
dente : environ 4 milligr. 4. Il y a la une confirmation de la 
faible teneur en bore des plantes de la famille des Liliacées 
et, d’une maniére plus générale, de l’embranchement des 
Monocotylédones. 

Si l’on passe maintenant a l’examen du mode de réparti- 
tion du bore dans les organes de la plante, on remarque, 
qu’en dehors de la fleur, c’est la tige qui est la plus pauvre 
(environ 2 milligr. 8 4 3 milligr.), puis les racines et le bulbe 
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TasBLEAu II. 


BORE 
en milligrammes 
par kilogramme 
de 
matiére séche 


SECHES 
he 


NOM DES ORGANES 


ORIGINE 
p- 100 


p- 100 
de matiére séc 


de matiére séche 
analysée 
en grammes 
CENDRES 


MATIERES 


Pasteur 


Institut 


Banlieue 


| 


Institut Pasteur. 
Institut Pasteur. 
Institut Pasteur. 
Institut Pasteur. 
Institut Pasteur. 
Institut Pasteur. 
\ ( Institut Pasteur. 
/") Institut Pasteur. 
Institut Pasteur. 
Institut Pasteur. 
Institut Pasteur. 
Banlieue. 
Institut Pasteur. 
Banlieue. 
Filet { Institut Pasteur. 
gS dps | Banlieue. 
{ Institut Pasteur. 
| Banlieue. 
Institut Pasteur 
Banlieue. 
{ Institut Pasteur. 
Banlieue. 
Institut Pasteur. 
Banlieue. 


coo 


WH OMDON®D HW 
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Tige (1/2 inférieure) | 


Tige (1/2 supérieure 


— 
SOCWNNNE & & 


Feuilles 


FOODS ADROAHLD 


— 
i 


Périanthes 
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~oh oO 
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ocooooorocoormrcococoooeor 
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(environ 4 milligr. 5 & 5 milligrammes) ; les feuilles sont au 
contraire beaucoup plus riches: de 9 milligr. 6 & 40 mil- 
lngr. 9. 

Les fleurs offrent, dans leur ensemble, une teneur moyenne, 
avec 4 milligr. 9 de bore par kilogramme de matiéres séches ; 
mais le métalloide y présente une répartition remarquable : 
tandis que les divisions du périanthe sont aussi pauvres et 
méme plus pauvres que la tige, les organes reproducteurs, 
males et femelles, contiennent relativement beaucoup de 
hore, davantage encore que les feuilles. Le chiffre Je plus 
élevé est offert par le stygmate, c’est-d-dire par la partie ter- 
minale et renflée du pistil sur laquelle se fixent et germent 
les grains de pollen. 
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Il est intéressant de rappeler au sujet de cette localisation 
assez inattendue que Verda avait déja signalé, en 1942, la pré- 
sence du bore dans les cendres du safran, formé de pistils, 
sans les ovaires, de Crocus sativus L. (2), et, surtout, que 
Schmucker avait trouvé avec Peters, en 41933, environ 
0 milligr. 01 d’acide borique, soit environ 0 milligr. 003 de 
bore, dans 1 cent. cube du liquide sécrété par les stygmates 
de diverses espéces de Nymphaea des régions tropicales [3}. 
Plus récemment encore, Bobko, Matveeva et Syvorotkin, 
analysant les fleurs et les feuilles du pommier, ont dosé dans 
les pistils entiers (ovaires, styles et stygmates réunis) une 
proportion de bore a peu prés double de celle contenue dans 
les feuilles [4]. 

Est-ce a dire que le bore intervient d’une facon particu- 
liégre dans le phénoméne de fécondation > En attendant de 
pouvoir répondre a cette question, nous ferons remarquer 
que le mode de répartition du bore que nous venons de déter- 
miner dans les diverses parties du Lis blanc n’est pas spé- 
cial & ce métalloide, qu’il rappelle méme de trés prés celui 
qui a été reconnu par l’un de nous, en collaboration avec 
M*™ Rosenblatt, au sujet du manganése dans les organes 
d’une plante trés voisine de la précédente, le Lis du 
Japon [5]. Ici déja, les organes reproducteurs étaient apparus 
comme des centres d’accumulation remarquables de l’oligo- 
élément [6] : tandis qu’il y avait, par kilogramme de matiéres 
séches, 10 milligr. 8 de manganése dans la plante entiére [7] 
et 29 milligrammes dans les feuilles, on avait dosé 24 mil- 
ligr. 3 dans les styles et stygmates et 30 milligr. 4 dans les 
ovaires. Il y a la une sorte de parallélisme dont il faudra évi- 
demment tenir compte dans l’interprétation du réle que le 
bore et le manganése peuvent jouer dans les phénoménes de 
fécondation et de reproduction des plantes. 
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ERRATUM 


Article L. Cruveilhier et Ch. Viala (Ces Annales, 60, 1938, p..661) : 
Page 661, 20° ligne, lire 3 @ 5 millimétres, au lieu de 3 45 milligrammes. 


Le Gérant: G. Masson. 
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